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RESUMO

A crescente demanda por fontes de energia renovaveis e a necessidade de reduzir emissdes de
gases de efeito estufa impulsionam o desenvolvimento do bioetanol de segunda geracéo (2G),
obtido a partir de biomassas lignocelul6sicas e residuos agroindustriais, sem competicao direta
com a produgéo de alimentos. Entretanto, a recalcitrancia estrutural da biomassa vegetal e o
alto custo doscoquetéis enzimaticos ainda representam gargalos tecnologicos relevantes. Neste
contexto, esta dissertacdo teve como objetivo investigar o potencial biotecnolégico da
microbiota simbidtica visceral do molusco marinho xil6fago Neoteredo reynei (familia
Teredinidae) como fonte alternativa de microrganismos lignoceluloliticos aplicaveis a producgéo
de etanol 2G. Os espécimes foram coletados no manguezal da Sabiaguaba, em Fortaleza—CE,
ambiente estuarino caracterizado por intensa degradacdo natural de madeira. A metodologia
incluiu a coleta e identificagdo do molusco hospedeiro, o isolamento da microbiota visceral em
meios seletivos enriquecidos com celulose e bagaco de cana-de-agucar, cultivo em meios
solidos e liquidos, avaliagdo qualitativa da atividade hidrolitica por cromatografia em camada
delgada (CCD)e identificacdo molecular das linhagens por sequenciamento dogene 16S rRNA.
Os resultados evidenciaram duas linhagens bacterianas com atividade lignocelulolitica,
identificadas como pertencentes aos géneros Bacillus e Lysinibacillus. As analises
cromatograficas confirmaram a hidrolise da biomassa, com liberacdo de glicose, xilose e
arabinose, indicando a degradacdo de celulose e hemicelulose. Embora a identificacdo
molecular tenha apresentado alta similaridade, a limitacdo do marcador 16S rRNA impediu a
confirmacdo em nivel de espécie. Os resultados indicam elevado potencial biotecnoldgico
dessas linhagens para aplica¢es futuras em biorrefinarias sustentaveis de etanol 2G industriais

nacionais.

Palavras-chave: Bioprospec¢do; Enzimas Celuloliticas; Neoteredo reynei; Bioetanol 2G;

Biomassa Lignocelul6sica.



ABSTRACT

The increasing demand for renewable energy sources and the need to reduce greenhouse gas
emissions have driven the development of second-generation (2G) bioethanol, produced from
lignocellulosic biomass and agro-industrial residues without direct competition with food
production. However, the structural recalcitrance of plant biomass and the high costs associated
with conventional enzymatic cocktails remain significant technological bottlenecks. In this
context, this dissertation aimed to investigate the biotechnological potential of the visceral
symbiotic microbiota of the wood-boring marine mollusk Neoteredo reynei (family
Teredinidae) as an alternative source of lignocellulolytic microorganisms applicable to 2G
ethanol production. Specimens were collected in the Sabiaguaba mangrove, Fortaleza—CE, a
coastal estuarine environment characterized by intense natural wood degradation. The
methodology comprised the collection and identification of the host mollusk, isolation of the
visceral microbiota in selective media enriched with cellulose and sugarcane bagasse,
cultivation in solid and liquid media, qualitative evaluation of hydrolytic activity by thin-layer
chromatography (TLC), and molecular identification of bacterial strains through sequencing of
the 16S rRNA gene. The results revealed two bacterial strains exhibiting lignocellulolytic
activity, identified as belonging to the genera Bacillus and Lysinibacillus. Chromatographic
analyses confirmed biomass hydrolysis, evidenced by the release of glucose, xylose, and
arabinose, indicating the degradation of cellulose and hemicellulose fractions. Although
molecular identification showed high sequence similarity, the limitations of the 16S rRNA
marker prevented species-level confirmation. Overall, the findings indicate a high
biotechnological potential of these strains for future applications in sustainable industrial 2G

ethanol biorefineries.

Keywords: Bioprospecting; Cellulolytic Enzymes; Neoteredo reynei; 2G Bioethanol,

Lignocellulosic Biomass.
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1 INTRODUCAO

A intensificacdo dacrise ambiental global, expressa pelo aumento das emisses de gases
de efeito estufa, pela degradacdo acelerada dos ecossistemas e pela exploracdo insustentavel de
recursos ndo renovaveis, evidencia os limites estruturais do modelo energético baseado em
combustiveis fosseis. Nesse cenario, as mudancas climaticas ultrapassam a dimensdo ambiental
e passam a configurar um desafio econdmico e civilizatorio, exigindo a reestruturacdo das
matrizes energéeticas em direcdo a fontes renovaveis, de baixo carbono e socialmente
sustentaveis (Veiga, 2019; United Nations, 2015; Starling; Borges; Squeff, 2025).

Inserido nesse contexto, o Brasil ocupa posicdo estratégica na transicdo energética
global em funcdo de sua trajetoria histérica no uso de biocombustiveis, iniciada com o
Programa Nacional do Alcool (Proalcool). O etanol de primeira geragdo (1G), produzido
majoritariamente a partir da cana-de-agucar, consolidou-se como alternativa relevante aos
combustiveis fdsseis, porém sua expansdo é limitada pela dependéncia de matéria-prima
alimentar, pela competicdo pelo uso do solo e por restri¢Oes territoriais. Diante desses desafios,
o0 bioetanol de segunda geracao (2G), obtidoa partir de biomassa lignocelulésica, emerge como
alternativa tecnoldgica sustentavel, ao permitir o aproveitamento de residuos agroindustriais, a
ampliacdo dabase de matérias-primas e a reducdo das emissoes liquidas de carbono (Andrade;
Carvalho; Souza, 2009; Dunham; Bomtempo; Fleck, 2011; Costa et al. 2021; Broda et al.
2022). Essa transicdo tem sido observada especialmente em paises lideres do setor, como Brasil,
Estados Unidos e membros da Unido Europeia, que concentram investimentos em pesquisa,
desenvolvimento e implantacdo debiorrefinarias baseadas em residuos lignocelulésicos (Broda
et al. 2022; Araujo, 2022; Starling; Borges; Squeff, 2025).

A biomassa lignocelulosica, composta principalmente por celulose, hemicelulose e
lignina, representa o recurso renovavel mais abundante do planeta, com producgdo anual
estimada em mais de 200 bilhdes de toneladas (Manisha; Yadav, 2017; Himmel et al. 2007).
Apesar de conferir rigidez estrutural as plantas, essa matriz polimérica apresenta elevada
recalcitrancia a degradacdo enzimatica, configurando o principal gargalo tecnoldgico na
producéo de etanol de segunda geragdo (Pendse; Deshmukh; Pande, 2023; Fernandes, 2021).
Nesse contexto, 0 pré-tratamento constitui etapa essencial para a desestruturacdo da parede
celular e a exposicdo dos polissacarideos, podendo envolver abordagens fisicas, quimicas ou

bioldgicas, com destaque para 0s processos organossolve e alcalino, que promovem a remocao
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parcial da lignina e aumentam a digestibilidade da celulose (Soares, Patrocinio e Silva, 2017
Machado, 2022; Araujo, 2022).

Mesmo ap0s o pré-tratamento, a hidrolise dabiomassa depende de enzimas celuloliticas
eficientes, como endoglucanases, exoglucanases e 3-glicosidases, que atuam de forma sinérgica
na liberacdo de acucares fermentesciveis. Embora microrganismos terrestres, como
Trichoderma reesei e Bacillus subtilis, tenham proporcionado avancos significativos, as
enzimas comerciais ainda apresentam limitacdes relacionadas a estabilidade térmica, a
toleréncia a inibidores e aos custos de producédo. Diante disso, a prospec¢do de novos sistemas
enzimaticos em microrganismos adaptados a ambientes extremos ou ricos em biomassa
lignocelulésica consolidou-se como uma das frentes mais promissoras da biotecnologia (Costa
etal., 2021; daSilva et al. 2019; Rubin, 2008; Dimitrova; Deshmukhb; Pandec, 2025; Fu et al.
2024; Rios-Alvarado et al. 2024).

Nesse contexto, ecossistemas marinhos e estuarinos configuram-se como reservatorios
ainda pouco explorados de biodiversidade microbiana, especialmente em ambientes de
degradacéo natural da madeira, como 0s manguezais tropicais. Destacam-se nesses habitats os
bivalves perfuradores da familia Teredinidae, cuja dieta baseada em madeira submersa resulta
de adaptacOes especializadas e de uma associagcdo simbidtica intima com bactérias
intracelulares do género Teredinibacter, localizadas na glandula branquial. Essas bactérias
desempenham papel central na degradacdo dos polissacarideos estruturais da madeira,
conferindo aos Teredinidae elevada capacidade de utilizacdo da biomassa lignocelulésica e
evidenciando o potencial biotecnoldgico da microbiota simbi6tica associada a esses moluscos
(Turner, 1966; Distel; Beaudoin; Morrill, 2002; Trindade-Silva et al. 2009; Brito et al. 2018).

Essas bactérias endossimbiontes apresentam um repertorio expressivo de genes
envolvidos na degradacdo de polissacarideos vegetais, incluindo familias de glicosil-hidrolases
(GHs), monooxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs; familias AA9 e AA10) e
oxidoredutases associadas a modificacdo da lignina (Yang et al., 2009; Fowler et al., 2019;
Zhou et al. 2019). Em particular, Teredinibacter turnerae tem sido amplamente investigada em
estudos genémicos e funcionais, que revelaram enzimas multifuncionais, como a CelAB, e
sistemas de secrecdo extracelular por vesiculas de membrana, potencialmente envolvidos na
hidrolise dacelulose (Ekborg et al. 2007; Gasser et al. 2024). Estudos recentes reforcam esse
potencial ao demonstrar elevada expressdo de genes celuloliticos em resposta a substratos

lignoceluldsicos, bem como diversidade enzimatica associada a microrganismos simbioticos de
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Neoteredo reynei, indicando aplicacdo promissora em biorrefinarias de etanol 2G (Goncalves
et al. 2024; Brito et al. 2018; Ferreira et al. 2019).

A exploracdo dessa biodiversidade apresenta relevancia cientifica e estratégica ao
alinhar-se aos principios da bioeconomia circular e a valorizagdo de residuos agroindustriais
abundantesno Brasil, como bagaco e palha de cana-de-acgucar e residuos domilho, contribuindo
para a agregacao de valor a subprodutos agricolas e para a reducdo da poluicdo associada ao
descarte inadequado (Talwar et al. 2024; Pendse; Deshmukh; Pande, 2023; Araujo, 2022). A
integracdo de processos enzimaticos inovadores, provenientes de microrganismos marinhos,
com tecnologias de pré-tratamento e fermentacdo pode viabilizar uma nova geracdo de
biorrefinarias sustentéaveis, com elevada eficiéncia energética e baixo impacto ambiental (Broda
et al. 2022; Vasi¢ et al. 2021). Em escala global, a adogdo dessas tecnologias contribui
diretamente para o cumprimento dos objetivos para o desenvolvimento sustentavel da Agenda
2030, configurando a biotecnologia microbiana aplicada a bioenergia como um dos principais
vetores da transicdo energética contemporanea (United Nations, 2015; Ipea, 2018; Grangeia;
Santos; Lazaro, 2022).

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Analisar o potencial biotecnolégico de microrganismos lignoceluloliticos associados a
microbiota visceral de moluscos bivalves da familia Teredinidae, por meio do isolamento,
avaliagdo qualitativa da atividade hidrolitica e identificagdo taxondmica, visando a sua
aplicacdo prospectiva em processos de conversao de biomassa lignoceluldsica para a producédo

de etanol de segunda geracao.

1.1.2 Objetivo Especifico

Isolar e identificar molecularmente (16S rRNA) as linhagens bacterianas celuloliticas da
microbiota visceral do molusco marinho bivalves da familia Teredinidae.
Caracterizar morfologicamente e por cultivo seletivo em substratos lignocelulésicos as

linhagens isoladas, com foco nos géneros Bacillus e Lysinibacillus.
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Avaliar qualitativamente a capacidade hidrolitica das linhagens na degradacdo de
polissacarideos (celulose e hemicelulose), mediante a detec¢do de acglcares redutores por
cromatografia em camada delgada (CCD).

Inferir 0 potencial biotecnoldgico das linhagens bacterianas identificadas para a producao de
bioetanol de segunda geracdo (2G), correlacionando os resultados taxonémicos e funcionais

com a literatura cientifica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2. 1 Demanda Energética Global

O crescimento populacional, o desenvolvimento econdmico e a modernizacdo dos sistemas
produtivos tém provocado um aumento expressivo da demanda mundial por energia,
especialmente por fontes que conciliem seguranca de suprimento, baixo custo e
sustentabilidade ambiental. Estima-se que o consumo global de energia aumente, em média,
3% ao ano até 2030, impulsionado pelo crescimento das economias emergentes e pela
urbanizacdo acelerada. Esse cenario de expansao, embora essencial para o desenvolvimento
econbmico e social, tem intensificado a pressdo sobre 0s recursos naturais e agravado a crise
climética global, resultante da queima intensiva de combustiveis fésseis (United Nations, 2015;
Broda et al. 2022; Santos, et al. 2025).

A dependéncia histérica de carvdo, petroleo e gas natural consolidou um modelo
energético altamente intensivo em carbono, responsavel por mais de dois tercos das emissdes
globais de gases de efeito estufa (GEE). Tais emissdes tém contribuido para o aumento da
temperatura média do planeta, alteragdes nos regimes de precipitacdo, derretimento das calotas
polares e ocorréncia cadavez mais frequente de eventos climéaticos extremos (United Nations,
2015; Veiga, 2019). Como consequéncia, a questdo energética deixou de ser apenas um desafio
técnico ou econdmico, tornando-se um problema civilizatério que exige uma transicdo
estrutural rumo a uma economia de baixo carbono (Santos et al. 2022; Santos et al. 2025).

Nesse contexto, a transicdo energética global baseia-se na substituicdo gradual das
fontes fosseis por alternativas renovaveis, como energia solar, edlica, hidrelétrica e biomassa.
Essas tecnologias tém se mostrado fundamentais para reduzir emissdes, diversificar a matriz e
promover maior seguranca energética, especialmente em paises com alta dependéncia de
importacGes de petroleo. Os biocombustiveis, em particular, destacam-se por sua capacidade
de integrar inovagdo tecnoldgica, geragdo de emprego rural e mitigacdo de emissdes, sendo
reconhecidos como vetores estratégicos para o cumprimento das metas climéaticas do Acordo
de Paris (Broda et al. 2022; Talwar et al. 2024).

A incorporacdo crescente das fontes renovaveis na matriz mundial esta diretamente
relacionada a agenda global de sustentabilidade, expressa nos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) daOrganizacdo das Nac¢des Unidas, especialmente os ODS 7 (Energia limpa

e acessivel), 9 (Inddstria, inovacao e infraestrutura), 12 (Consumo e producao responsaveis) e
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13 (Acdo contra a mudanca global do clima) (United Nations, 2015; IPEA, 2018). A transicao
para uma economia descarbonizada requer, portanto, ndo apenas 0 avanco tecnoldgico, mas
também uma profunda reestruturacdo das politicas energéticas e produtivas, de modo a garantir
justica socioambiental e inclusdo econémica (Pendse; Deshmukh; Pande, 2023; Silva et al.
2025).

Dessa forma, a demanda energética global contemporanea reflete um paradoxo: de um
lado, a necessidade crescente de energia para sustentar o desenvolvimento e, de outro, a
urgéncia em reduzir os impactos ambientais decorrentes de seu uso. A superacdo desse desafio
depende da capacidade dos paises em alinhar crescimento econémico, seguranca energética e
sustentabilidade, consolidando um modelo de desenvolvimento pautado na eficiéncia, na
inovacdo e na transicdo para fontes renovaveis de baixo carbono (Veiga, 2019; Talwar et al.
2024; Santos et al. 2025).

2.1. 1. Demanda Energética Global e Pressdes Ambientais

O uso intensivo de combustiveis fosseis, base histdrica do desenvolvimento industrial,
tem provocado consequéncias ambientais irreversiveis. O aumento das concentracbes de
dioxido de carbono (CO:) e metano na atmosfera esta associado nao apenas ao aquecimento
global, mas também a processos de desertificacdo, elevacdo do nivel do mar e perda da
biodiversidade, comprometendo areas agricolas produtivas e intensificando vulnerabilidades
socioecondmicas. Essa realidade reforca a urgéncia de adotar modelos energéticos sustentaveis
que superem a dependéncia de recursos poluentes, reposicionando o debate energético como
questdo ambiental e civilizatoria (Santos et al. 2022; Talwar et al. 2024; Santos et al. 2025).

Nesse cenario, 0 Brasil apresenta vantagens estratégicas devido a abundancia de
recursos naturais e ao histérico de politicas publicas voltadas a diversificacdo da matriz
energética. Atualmente, cerca de 46% da matriz nacional é composta por fontes renovaveis,
proporcao significativamente superior a média global (Brasil, 2021; Silva et al. 2025).

Tal condicdo confere ao pais um papel central na transicdo energética mundial,
sobretudo no avanco de tecnologias de biocombustiveis de segunda geragdo, que conciliam
mitigacdo de emissbes com menor impacto sobre terras agricolas, reforcando a relevancia da
inovagdo na busca pela neutralidade de carbono (Talwar et al. 2024; Silva et al. 2025).

Ainda assim, a crise climatica global exige mais do que uma mudanga tecnolédgica. O

crescimento continuo da demanda energética global, associado as pressdes ambientais, impoe
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uma transicao de baixo carbono que deve ser compreendida como processo politico, econdmico
e social. A expansdo de fontes renovaveis, como edlica e solar, tem sido frequentemente
impulsionada por dindmicas mercadoldgicas que priorizam retorno financeiro rapido e
atendimentoa demandaexterna, mas negligenciam critérios de sustentabilidade socioambiental
(Veiga, 2019; Sampaio, 2024; Santos et al. 2025).

Essa critica se evidencia no conceito de neoextrativismo, no qual a substituicdo de
tecnologias ndo altera a légica estrutural de exploracdo. Embora a matriz energética mude de
fosseis para renovaveis, mantém-se o padrdo historico de concentracdo de capital e espoliagdo
territorial, marginalizando comunidades locais e aprofundando desigualdades. Nessa
perspectiva, a transicdo energética, quando guiada pelo mercado e ndo pela justica social,
configura-se como uma transicéo energética injusta (Sampaio, 2024, Silva et al. 2025).

Ao mesmo tempo, a literatura recente argumenta que as mudancas climaticas
transformaram a transicdo energética de uma opcédo estratégica em um imperativo global. O
avanco acelerado da exploracdo de combustiveis fosseis, aliado ao aumento exponencial do
consumo, impds limites planetarios que ja ndo podem ser ignorados. Nesse sentido, a
reorganizacdo da demanda energética global exige ndo apenas descarbonizacdo tecnoldgica,
mas também uma reestruturagdo profunda dos paradigmas econémicos e geopoliticos que
sustentam a atual ordem energética (Santos et al. 2022; Santos et al. 2025; Silva et al. 2025).

Como resposta, surgem propostas de abordagem integrada, a exemplo dessa
“descarbonizacdo sistémica adaptativa”. Estruturada em trés pilares interdependentes —
expansdo das energias renovaveis, tecnologias de captura e uso de carbono (CCS, BECCS e
CCUS) e eficiéncia energética —, essa perspectiva evidencia que o sucesso da transicao
depende de articulagdo entre inovacdo tecnoldgica, preservacdo da biodiversidade e inclusdo
socioecondmica. Quando aplicada ao contexto brasileiro, essa visdo mostra-se especialmente
promissora, Vvisto que o pais jA combina experiéncia em energias renovaveis e potencial para
liderar o avango dos biocombustiveis de segunda geracdo (Brasil, 2021; Santos et al. 2025;
Silva et al. 2025; Talwar et al. 2024).

No entanto, a concretizacdo dessa transicdo exige também uma transformacao
institucional. A experiéncia internacional demonstra que paises capazes de articular governanca
multiescalar, marcos regulatérios estaveis e instrumentos de financiamento verde alcancam
resultados mais consistentes em seus processos de descarbonizacdo. Nesse sentido, é imperativo
que solucBes tecnoldgicas sejam acompanhadas de politicas publicas eficazes e de uma

governanga que garanta previsibilidade aos investidores, a0 mesmo tempo em que assegure a
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distribuicdo equitativa dos beneficios energéticos e ambientais (Veiga, 2019; Silva et al. 2025;
Santos et al. 2025).

A questdo da justica energética, portanto, emerge como dimensdo central da transicao.
A expansdo indiscriminada de parques edlicos no semiarido nordestino, por exemplo, revela
COmo 0s custos sociais e territoriais podem ser deslocados para populagdes vulneraveis quando
prevalece o interesse mercadoldgico. Essa experiéncia reforca a necessidade de que 0 processo
de descarbonizacdo nao se limite a indicadores de eficiéncia energética ou metas de reducdo de
emissOes, mas incorpore critérios de equidade social e de respeito as comunidades impactadas
(Sampaio, 2024).

Ao articular as contribuicdes de diferentes autores, torna-se claro que a transicdo
energética ndo pode ser reduzida a um fenbmeno técnico ou econdmico. Ela deve ser
compreendida como um processo multidimensional que envolve escolhas politicas, disputas
territoriais e redefinicGes de modelos de desenvolvimento. O Brasil, com sua matriz energética
singular e seu potencial em biocombustiveis de segunda geracdo, possui condi¢des de contribuir
de forma significativa para esse processo. Contudo, o desafio consiste em evitar que tais
avancos se convertam em mera reproducdo da légica neoextrativista que ja se mostrou
insustentavel no passado (Santos et al. 2022; Santos et al. 2025; Silva et al. 2025).

Assim, o debate sobre a Demanda Energética Global e as Pressdes Ambientais aponta
para um paradoxo central: enquanto a transi¢do energética é apresentada como solugéo a crise
climatica, sua implementacdo muitas vezes reforca desigualdades e reproduz injusticas
historicas. Superar esse dilema exige uma mudancga de perspectiva que combine inovacao
tecnoldgica, governancga inclusiva e justica socioambiental. Somente nesse horizonte seréd
possivel alinhar energias renovaveis, preservacao ambiental e desenvolvimento social, de modo
que a producdo de biocombustiveis de segunda geracdo se insira em um projeto de transicéo

realmente justa e sustentavel.

2.1.2. Estado e Politicas Energéticas no Brasil

A trajetéria da matriz energética brasileira estd diretamente associada ao papel
estratégico do Estado na formulacdo de politicas publicas de longo prazo, tendo o Programa
Nacional do Alcool (Pr6-Alcool), instituido em 1975, como marco central. Criado em resposta
a crise internacional do petréleo, o programa buscou reduzir a dependéncia de combustiveis

fosseis por meio do aproveitamento do potencial renovavel da cana-de-agUcar, ancorando-se
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em uma base tecnolodgica e institucional previamente consolidada. Essa experiéncia evidencia
o Estado como indutor e organizador da inovagdo energética, ao articular planejamento,
investimento e regulacéo setorial (Dunham, Bomtempo, Fleck, 2011; Starling; Borges, Squeff,
2025).

O éxito inicial do Pro-Alcool esteve vinculado ao Sistema de Producdo e Inovacio
Sucroalcooleiro (SPIS), que acumulava, desde o século XIX, experiéncias em modernizacdo
agricola e industrial. A nocdo de dependéncia de trajetoria (path dependence) demonstra como
a intervencdo estatal se apoiou em um histérico de acumulacdo tecnoldgica, viabilizando a
escalabilidade da politica em consonancia com as urgéncias energéticas do periodo (Dunham,
Bomtempo; Fleck, 2011).

Apesar de seus avancos, o0 Pro-Alcool consolidou uma estrutura concentradora,
favorecendo grandes conglomerados industriais e limitando a democratizagdo do acesso aos
incentivos publicos. Essa dindmica revela o tensionamento recorrente entre eficiéncia prod utiva
em larga escala e 0s objetivos socioambientais de uma transicdo energética justa, desafio ainda
presente nas politicas contemporaneas (United Nations, 2015; Grangeia, Santos, Lazaro, 2022).

Com a reducdo dos subsidios estatais e a estabilizagdo dos precos do petréleo nas
décadasde 1980 e 1990, o programa entrou em retracdo, expondo a vulnerabilidade de politicas
excessivamente dependentes de conjunturas econdmicas internacionais. Ainda assim, o etanol
manteve-se como ativo estratégico, sobretudo em funcéo de sua elevada eficiéncia energética,
superior a de outros biocombustiveis amplamente utilizados (Andrade, Carvalho, Souza, 2009;
Brasil, 2021).

No contexto das reorientacdes recentes da politica energética brasileira, o etanol foi
reposicionado como instrumento central no enfrentamento das mudangas climaticas, com
destaque para 0 RenovaBio (Lei n° 13.576/2017). Esse marco regulatério sinaliza a transicdo
de um modelo intervencionista para um sistema mais descentralizado, baseado em metas de
descarbonizacdo e certificactes, reforcando o protagonismo do Estado brasileiro na governanca
energética internacional (Grangeia, Santos e Lazaro, 2022; Starling; Borges; Squeff, 2025;
Brasil, 2021).

N&o obstante, persistem desafios relacionados a concentracdo produtiva, uma vez que
o0s incentivos publicos continuam a beneficiar majoritariamente grandes corporagfes. A
descentralizacdo produtiva e a inovagdo regionalizada emergem, portanto, como elementos
essenciais para alinhar atransicdo energética as dimensdes de justica social e territorial (United
Nations, 2015; Grangeia, Santos, Lazaro, 2022).
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A andlise histérica do Pro-Alcool e de suas ressignificacdes contemporaneas revela que
0 Estado brasileiro atua como mediador entre pressdes globais, conjunturas econémicas e
demandas sociais internas. Embora tenha demonstrado capacidade de lideranca em inovacgédo
energética, permanece o desafio de democratizar os beneficios dessa trajetoria. A consolidagdo
de uma matriz baseada em biocombustiveis de segunda geracdo dependera, assim, ndo apenas
de avancos tecnoldgicos, mas de uma governancga estatal comprometida com equidade social e
sustentabilidade ambiental (Andrade; Carvalho; Souza, 2009; Dunham, Bomtempo, Fleck,
2011; Starling, Borges, Squeff, 2025).

2.1.3. Limitacdes da producéo atual de bioetanol

A producéo de etanol a partir da cana-de-aglcar consolidou-se no Brasil como um
processo biotecnoldgico estratégico, sustentado pela rota de primeira geracéo (1G), baseada na
fermentacdo da sacarose extraida do caldo da cana. Esse modelo apresenta alta eficiéncia
técnica e energética, superando alternativas como o etanol de milho, o que conferiu ao pais
vantagens comparativas na matriz energética global e reforcou sua lideranca em
biocombustiveis. Contudo, apesar de sua relevancia historica e ambiental, associada a reducéo
de emissGes em relacdo a gasolina, o sistema produtivo também expde contradicdes ligadas a
expansdo da monocultura, & pressdo sobre ecossistemas e a concentragdo fundiaria. Assim,
embora a rota 1G represente um marco para a transi¢do energética, seus limites socioambientais
e mercadoldgicos tornam-se evidentes, servindo de ponto de partida para o desenvolvimento de
tecnologias de segunda geracdo (2G), voltadas ao aproveitamento integral da biomassa e a
busca por maior sustentabilidade (Dunham, Bomtempo, Fleck, 2011; Saraiva et al. 2024).

A figura 1 ilustra, de forma esquematica, as principais etapas do processo industrial de
producdo de etanol e acucar a partir da cana-de-acucar. O fluxograma evidencia a integracdo
entre as rotas produtivas, que se iniciam com a colheita e moagem da cana, passando pelas
etapas de tratamento do caldo, evaporagdo e cristalizagdo, responsaveis pela obtencdo do
acucar. Paralelamente, o caldo fermentescivel segue para o processo de fermentacdo alcodlica,
ondemicrorganismos dogénero Saccharomyces convertem acgtcares em etanol, posteriormente
purificado por destilacdo e desidratacdo. Esse modelo industrial representa um exemplo de
biorrefinaria integrada, no qual o aproveitamento da biomassa é maximizado, permitindo a
cogeracdo de energia, a recuperacdo de subprodutos e a reducdo dos impactos ambientais

associados ao setor sucroenergeético (Soares, Patrocinio e Silva, 2017; Saraiva et al. 2024).
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Figura 1 — Produc&o Industrial de Etanol / Alcool com Cana-de-AcUcar

@ Clarificagdo
‘;7/ Calagem
"N ;yr 7 Moagem
N\W )
1 & zm\\ Q. .Q\\yg\ ,Q) Aquecimento
Canaviais /
Sulfitagdo I\'/'I )

- . 3 )| Cozimento Filtregers
el o

Cristalizagdo = fac
— 3 - L= s .)Q

‘= Centrifugacdo Secagem Aclcar

Etanol / Alcool

E
Recuperagao
de Levedura | !

Fonte: CBIE (2020) Adaptada

Destilagao Desidratacéo

O processo se inicia com a colheita da cana-de-agucar, que pode ser mecanizada ou
manual, seguida pelo preparo mecanico, que envolve lavagem, picagem e desfibramento. A
extracdo do caldo ocorre em moendas, separando o liquido acucarado do bagaco, que €
posteriormente utilizado na cogeragéo de energia (Bazoti, 2017).

Apds a extracdo, o caldo bruto passa por etapas de corregdo de pH, aquecimento e
clarificacdo, com o objetivo de remover impurezas que possam prejudicar a fermentacdo. A
seguir, realiza-se a fermentacdo alcodlica, conduzida por leveduras do género Saccharomyces
cerevisiae, que convertem a sacarose em etanol e didxido de carbono. A fermentacdo é
geralmente realizada em sistema continuo ou semi-continuo, em temperaturas controladas entre
30°C e 35 °C, atingindo teores alcoodlicos entre 7% e 12% (v/v) (Takahashi, 1997).

O vinho alcodlico resultante da fermentacdo é encaminhado para a destilacdo
fracionada, onde ocorre a separacao do etanol dagua e de subprodutos. O etanol obtido pode
ser comercializado nas formas hidratada (~96% v/v) ou anidra (~99,6% v/v), esta ultima
comumente utilizada em misturas com gasolina (Hasner et al. 2015).

Os subprodutos oriundos do processamento da cana-de-agucar vém ganhando destaque
no contexto da valorizacdo integral da biomassa. A vinhaca, efluente liquido rico em potassio
e matéria organica, tem sido amplamente utilizada na agricultura por meio da fertirrigag&o,

contribuindo para o reaproveitamento de nutrientes no solo e a reducéo do uso de fertilizantes
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minerais. No processo fermentativo, as leveduras empregadas na conversdo dos agucares em
etanol sdo, em grande parte, reaproveitadas apos etapas de separacdo, reativacdo e controle
microbioldgico, promovendo eficiéncia econbmica e ambiental (Soares; Patrocinio; Silva,
2017).

Dentre os subprodutos sélidos, o bagaco da cana-de-acucar se destaca ndo apenas como
fonte de energia térmica e elétrica nas usinas, mas também como matéria-prima estratégica para
a producdo de etanol de segunda geracdo (2G). Estudos apontam que esse residuo
lignocelulésico apresenta elevado potencial biotecnoldgico, sendo convertido em etanol por
meio de processos avangados de pré-tratamento e hidrolise enzimética, agregando valor ao que
antes era considerado rejeito. A utilizacdo do bagaco para a producdo de etanol 2G tem sido
reconhecida por seus beneficios econdmicos, sociais e ambientais, além de contribuir para a
diversificacdo da matriz energética e a mitigacdo da necessidade de expansao agricola (Soares;
Patrocinio; Silva, 2017; Santos, 2022; Martins et al. 2014).

Esse modelo de producdo apresenta um balanco energético positivo, com emissdes de
carbono relativamente baixas em comparagdo aos combustiveis fosseis. Por esses motivos, 0
etanol de cana-de-acUcar destaca-se como um biocombustivel estratégico para a transicdo
energética brasileira e global (Saraiva et al. 2024).

O bioetanol de primeira geracdo (1G), produzido a partir da cana-de-actcar e do milho,
apresenta limitagOes estruturais como o0 uso intensivo do solo, competicdo com a produgdo de
alimentos e vulnerabilidade as mudancas climaticas. Esses desafios tornam o modelo 1G
socioambientalmente questionavel em larga escala (Fernandes, 2021; Araujo, 2022).

Além disso, esse modelo possui baixa eficiéncia de conversao energética, o que motiva
a busca por tecnologias mais avangadas e sustentaveis. Os custos operacionais e 0s impactos

indiretos do modelo 1G acentuam a necessidade de inovacao (Vasi¢ et al. 2021).

2.1.4. Biocombustiveis de Segunda Geracéo e o Potencial da Biomassa Lignoceluldsica

A biomassa lignoceluldsica, formada principalmente por celulose, hemicelulose e
lignina, desponta como uma das alternativas mais promissoras e sustentaveis para a producdo
de etanol de segunda geracdo (2G), sobretudo pelo aproveitamento de residuos agroind ustriais
como o bagaco e a palha da cana-de-agucar. A celulose e a hemicelulose sdo polimeros ricos

em acuUcares fermentesciveis, porém encontram-se rigidamente associados a lignina, um
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polimero aromatico recalcitrante que confere resisténcia estrutural a biomassa e dificulta sua
conversdo (Ogeda, 2011; Cordeiro, 2016; Machado, 2022).

A etapa de pré-tratamento é fundamental para viabilizar o acesso a esses agucares, sendo
aplicados métodos fisico-quimicos como explosdo a vapor, acido diluido, alcalino e
organossolve. Esses processos tém como objetivo romper a matriz lignocelulésica, solubilizar
a hemicelulose e reduzir a cristalinidade da celulose, tornando-a mais acessivel as enzimas
hidroliticas (Ogeda, 2011; Soares, Patrocinio e Silva, 2017; Machado, 2022). Em geral, a
eficiéncia do pré-tratamento influencia diretamente o rendimento da sacarificacdo enzimatica e
o custo final do bioetanol 2G (Araujo, 2022; Fernandes, 2021).

Apos o pré-tratamento, ocorre a hidrolise enzimética, em que complexos enzimaticos
compostos por celulases, hemicelulases e B-glicosidases quebram os polimeros estruturais em
monossacarideos, 0s quais sdo posteriormente convertidos em etanol por meio da fermentacéo.
Essa etapa requer microrganismos especializados ou geneticamente modificados, capazes de
fermentar hexoses e pentoses, aumentando o aproveitamento total dos acUcares disponiveis
(Martins et al. 2014; Costa et al. 2021).

Apesar dos avanc¢os tecnoldgicos, a producdo de etanol 2G ainda enfrenta desafios
relacionados ao alto custo dos pré-tratamentos e das enzimas, a recalcitrancia dabiomassa e a
eficiéncia das linhagens fermentativas. Contudo, o desenvolvimento de novos sistemas
enzimaticos derivados de microrganismos adaptados a ambientes ricos em lignocelulose, como
fungos e bactérias dos géneros Bacillus, Lysinibacillus e Teredinibacter, que tem contribuido
para melhorar a degradacdo da biomassa e reduzir custos de processo (Brito et al. 2018;
Goncalves et al. 2024; Gasser et al. 2024).

Assim, o0 etanol de segunda geracdo representa uma rota tecnoldgica estratégica para o
setor sucroenergético, pois combina inovacdo cientifica, aproveitamento de residuos
agroindustriais e mitigacdo de impactos ambientais. Ao valorizar subprodutos como o bagaco
e a palha da cana-de-agucar, o Brasil fortalece sua posicao na transicdo para uma economia de
baixo carbono, alinhando-se as metas globais de sustentabilidade energética e ambiental (Costa
et al. 2021; Broda et al. 2022; Araujo, 2022).

Na figura 2, apresenta-se o fluxograma do processo de producéo de etanol de segunda
geracdo (2G) a partir de biomassa lignocelulésica. Inicialmente, a biomassa € submetida a um
pré-tratamento fisico e/ou quimico para desorganizar sua estrutura e expor os polissacarideos.
Em seguida, enzimas especificas catalisam a hidrolise da celulose e hemicelulose, liberando

monossacarideos fermentesciveis. Os residuos solidos ricos em lignina sdo separados, podendo
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ser reaproveitados energeticamente. Os acUcares obtidos sdo entdo fermentados por
microrganismos, como leveduras, resultando em etanol, que é purificado por destilacdo para

posterior uso como biocombustivel (Soares; Patrocinio; Silva, 2017).

Figura 2 - Processo de producéo do bioetanol.
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A celulose ¢ um polissacarideo linear constituido por unidades repetidas de 3-D-glicose
unidas por ligagdes glicosidicas B-1,4, formando longas cadeias que se organizam em estruturas
fibrosas de alta estabilidade (Palit e Das, 2024; Gongalves et al. 2024). Esse arranjo confere a
celulose um caréater semicristalino, composto por regides cristalinas — altamente ordenadas —
intercaladas por zonas amorfas menos organizadas. Nas regides cristalinas, as cadeias de glicose
encontram-se paralelamente alinhadas, interligadas por extensas redes de pontes de hidrogénio
intra e intermoleculares, o que resulta em uma estrutura densa e mecanicamente resistente. Ja
nas regides amorfas, as cadeias apresentam maior espacamento e mobilidade, permitindo maior
interacdo com reagentes quimicos e enzimas (Ogeda, 2011; Cordeiro, 2016; Gongalves et al.
2024).

A formacéo de microfibrilas e fibrilas € uma das caracteristicas mais marcantes da
celulose vegetal. Diversas cadeias lineares se associam por meio de interacdes hidrofdbicas e
ligagBes de hidrogénio, formando microfibrilas de didmetro nanométrico, que posteriormente
se organizam em fibrilas maiores, compondo a estrutura de sustentacdo da parede celular das

plantas. Essa arquitetura hierarquica garante alta resisténcia a tracdo e insolubilidade em
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solventes comuns, propriedades essenciais para a funcdo estrutural da celulose nos tecidos
vegetais. No entanto, essa mesma rigidez estrutural é a principal responsavel por sua
recalcitrancia, dificultando o acesso de agentes quimicos e bioldgicos aos sitios de clivagem
glicosidica (Cordeiro, 2016; Gongalves, Santos, Assungdo, 2025).

Devido a essa recalcitrancia, a conversdao da celulose em aclcares fermentesciveis
requer etapas préevias de pré-tratamento e hidrolise enzimatica. O pré-tratamento busca romper
a organizacdo das microfibrilas, reduzir o grau de cristalinidade e remover a lignina e a
hemicelulose associadas, aumentando a superficie acessivel para a acdo das enzimas
hidroliticas. A eficiéncia desses processos depende diretamente da estrutura cristalina inicial da
celulose e da intensidade das ligacdes intercadeias, fatores que variam conforme a origem
boténica da biomassa. Assim, compreender a organizacdo molecular e supramolecular da
celulose é essencial para o desenvolvimento de estratégias biotecnoldgicas de desconstrucdo
mais eficazes, permitindo a otimizacdo da producdo de aglcares fermentesciveis e,
consequentemente, de biocombustiveis de segunda geracdo (Ogeda, 2011; Cordeiro, 2016).

Figura 3 - Representacéo estrutural da celulose
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Fonte: Klemm et al. (2005); Gurgel, (2010) Apud. Cordeiro (2016) Adaptado.

A hemicelulose, por sua vez, € um heteropolimero de menor peso molecular e de cadeia

ramificada, composto por varios tipos de monossacarideos como xilose, arabinose, manose,
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galactose e glicose, além de acidos urdnicos demonstrados na figura 4. Quimicamente, difere
da celulose por apresentar uma estrutura amorfa, de fécil solubilizacdo e mais susceptivel a
degradacdo quimica e enzimatica. Essa macromolécula envolve a superficie das microfibrilas
de celulose, contribuindo para a coesdo da parede celular e oferecendo suporte estrutural

complementar. (Cordeiro, 2016)

Figura 4 — Componentes da fracdo hemicelulose
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Ja a lignina, figura 5, é uma substancia complexa de natureza aromatica, composta por
unidades fenilpropandides originadas dos alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico. Trata-
se de um polimero tridimensional reticulado, altamente resistente a degradacéo, que atua como
uma matriz hidrofébica envolvendo a celulose e a hemicelulose. Suas ligacGes éter e carbono-
carbono formam uma barreira protetora contra a acdo de acidos e enzimas, dificultando o acesso
aos carboidratos estruturais. Embora ndo seja fermentescivel, a lignina possui alto valor
energético e é considerada um subproduto valioso da biorrefinaria (Ogeda, 2011;Cordeiro,
2016; Machado, 2022).
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Figura 5 — Estrutura molecular da lignina.
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A producdo de etanol de segunda geracdo (2G) inicia-se com o pré-tratamento quimico
dabiomassa lignoceluldsica, usualmente palha ou bagaco de cana-de-agUcar. Este processo visa
fragmentar a matriz composta por celulose, hemicelulose e lignina, facilitando o acesso
enzimatico subsequente. Métodos como organossolve, autohidrdlise acida ou alcalina e
explosdo a vapor sdo amplamente empregados, promovendo remogdo parcial da lignina,
solubilizacdo dahemicelulose e reducéo da cristalinidade da celulose. Esses efeitos aumentam
a porosidade da biomassa, incrementando a eficiéncia na sacarificacdo enzimatica
(Santos Vicente et al., 2024; Gongalves, Santos, Assunc¢édo, 2025).

Apo6s o pré-tratamento, realiza-se a hidrolise enziméatica por meio de coquetéis
multienzimaticos (celulases, hemicelulases e B-glicosidases), que degradam os polissacarideos

em acucares fermentaveis, tais como glicose e xilose. No contexto brasileiro, avangos
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destacam-se pela producao nacional de enzimas. Outros enfoques incluem o uso de consorcios
microbianos e de celulosissimos, complexos enzimaticos que combinam atividades oxidativas
e hidroliticas, otimizando a degradacéo lignoceluldsica (Murakami et al., 2020; Medeiros et al.,
2023; Correiaet al., 2024).

A fermentacdo representa a etapa final, na qual acucares sdo metabolizados por
microrganismos, como Saccharomyces cerevisiae (para hexoses) e cepas adaptadas para xilose
ou coquetéis de leveduras e bactérias. Plantas-piloto que empregam estratégias integradas,
como a sacarificacdo e fermentacdo simultdnea (SSF) ou o processo consolidado (CBP),
incrementaram a extracdo de agucares em até 120% sem expandir a area agricola. Apesar desse
progresso, 0s custos enzimaticos ainda representam um dos principais entraves econdémicos
para a viabilidade em larga escala (Medeiros et al., 2023; Correia et al., 2024).

Entre os pré-tratamentos mais promissores esta o organossolve, aplicado com éxito em
diversas biomassas. O uso de enzimas como endoglucanases e Xxilanases € essencial para a
degradag¢do dos polimeros vegetais, enquanto as [-glicosidases atuam na conversdo de
oligossacarideos em monossacarideos, promovendo maior eficiéncia do processo. A integracdo
de ferramentas de bioinformatica e engenharia genética tem permitido a identificagdo,
otimizagdo e expressdo de enzimas com maior atividade e estabilidade, ampliand o a eficiéncia
da hidrolise da biomassa. (Manisha; Yadav, 2017; Araujo, 2022; Azevedo et al., 2025).

A parede celular das plantas, especialmente em gramineas como a cana-de-agucar
(Saccharum officinarum L.), apresenta uma estrutura altamente organizada e complexa,
composta por uma rede de fibrilas de celulose dispostas em microfibrilas, as quais estéo
rigidamente embebidas em uma matriz amorfa formada por hemicelulose e lignina. A celulose,
um polissacarideo de glicose com ligagdes -1,4, organiza-se de forma cristalina, formando
microfibrilas que conferem alta resisténcia mecanica a parede celular. A hemicelulose atua
como um agente de ligagéo entre as microfibrilas e a lignina, promovendo coes&o estrutural. J&
a lignina, um polimero fendlico tridimensional, possui carater hidrofdbico e funcéo de barreira
fisica e quimica, dificultando o acesso enzimatico as regides ricas em carboidratos (Cordeiro,
2016; Qiao et al. 2022; Gongcalves et al. 2024).

Essa estrutura compacta e heterogénea, conhecida como recalcitrancia lignocelul6sica,
representa um dos principais entraves a conversao eficiente da biomassa vegetal em aclcares
fermentesciveis. Por isso, o conhecimento detalhado da arquitetura da parede celular, como
caracterizado na figura 6, é essencial para o desenvolvimento de tecnologias de pré-tratamento

mais eficazes, capazes de romper essas barreiras estruturais, remover parcialmente a lignina e
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aumentar a acessibilidade da celulose as enzimas hidroliticas. Nesse contexto, é destacado a
importancia de estratégias direcionadas, que considerem as particularidades da composicao e
da organizacdo da biomassa, visando otimizar a liberacdo de agucares e, consequentemente, a
eficiéncia do processo de producédo de etanol de segunda geracdo (Cordeiro, 2016; Qiao et al.
2022)

Figura 6 — Esquema representando fibrilas, microfibrilas e celulose na parede celular de

vegetais.
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Fonte: Alexander Silberman Institute of Life Sciences (2015). Adaptado

Durante o pré-tratamento com acido diluido, ocorrem alteracGes significativas na
microfibrila de celulose, como a remocdo parcial da lignina e a solubilizacdo de fracGes
hemicelulosicas, o que expde a celulose cristalina as enzimas celuloliticas. Essas alteracdes
estruturais sdo determinantes para aumentar a eficiéncia da hidrélise enzimatica subsequente,
otimizando o rendimento da conversdo da biomassa em acucares fermentaveis, demonstrado na
figura 7 (Gongalves, Santos, Assungéo, 2025).
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Figura 7 — Alteracbes estruturais na microfibrila de cana-de-aglcar causadas pelo pré-
tratamento com &cido diluido, seguidas pela hidrélise enzimatica da celulose.
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Fonte: US DOE (2007) apud Camara e Mauricio (2012). Adaptada.

O uso de enzimas como endoglucanases, xilanases e B-glicosidases é essencial para a
degradacéo eficiente dos polimeros vegetais. A integracdo de ferramentas de bioinformatica e
engenharia genética tem potencializado o rendimento dessas enzimas (Manisha; Yadav, 2017;
Azevedo et al. 2025).

Recentemente, cepas de microrganismos como Paenibacillus, Bacillus e Teredinibacter
turnerae tém demonstrado alto potencial para producdo de enzimas lignoceluloliticas. Neste
sentido destaca-se a capacidade taxondmica e funcional de cepas do género Bacillus na
hidrdlise de substratos lignoceluldsicos. (Ghio et al. 2012; Dobrzynski et al. 2023; Gongalves
et al. 2024; Gasser et al. 2024)

T. turnerae, em especial, possui genes adaptados a degradacdo de celulose e secrecdo
de vesiculas contendo enzimas ativas, tornando-se uma fonte valiosa para bioprocessos. A
bioprospeccdo dessa bactéria revelou também sua capacidade de produzir sideréforos e
compostos antimicrobianos (Trindade-Silva et al. 2009; Brito et al. 2018; Stravoravdis et al.

2021; Gongalves, Santos, Assuncdo, 2025).
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2.2 O Complexo Enzimatico Lignocelulolitico

A conversdo da biomassa lignoceluldsica em acucares fermentaveis, etapa critica para
a producdo de bioetanol de segunda geragdo (2G), é limitada pela recalcitrancia estrutural do
substrato (Araujo, 2022; Martins et al. 2014). A superacdo deste desafio industrial repousa na
otimizacdo da hidrolise enzimatica, um processo catalisado por um coquetel sinérgico de
enzimas, primariamente as hidrolases de polissacarideos (GHSs) e as oxidoreutases (AAS), que
compdem o sistema de Enzimas Ativas em Carboidratos (CAZymes) (Manisha; Yadav et al.
2017; Gongalves et al. 2024; Goncalves, Santos, Assuncao, 2025).

2.2.1. Mecanismo de Acéo e Sinergia Bioguimica

A desconstrugdo dacelulose, o polimero mais abundante, € um desafio biologico devido
a sua estrutura semicristalina e alta estabilidade molecular (Araujo, 2022; Bazoti, 2017). A
eficiéncia industrial da producédo de acucares a partir da celulose requer a superacdo dessa
recalcitrancia estrutural (Martins et al. 2014; Santos, 2022).

Em sistemas bioldgicos de degradagdo, como em microrganismos de nichos
especializados, a hidrélise dacelulose néo € realizada por uma Unica enzima, mas sim pela acao
coordenada e sinérgica de um complexo enzimatico tripartite, que opera em sequéncia para
despolimerizar o substrato de forma completa (Manisha; Yadav, 2017). Essa complexidade

reflete a necessidade de mecanismos distintos para atacar as diferentes regides do polimero.

2.2.2. Endoglucanases, Celobio-Hidrolases e a Quebra Sequencial

As Endoglucanases (endo-1,4-B-glucanases, predominantemente da Familia GH9)
iniciam o processo por meio daclivagem aleatoria dasligacdes glicosidicas internas nas regifes
amorfas dacelulose (Schroder et al., 2018). Estruturalmente, muitas destasenzimas apresentam
um dominio de ligacdo a carboidratos (CBM) anexado, que facilita a adsor¢do da enzima a
matriz lignocelulésica, otimizando o contato enzima-substrato, um requisito de engenharia
crucial para a eficiéncia de reatores (Konar et al., 2022; Gongalves et al., 2024; Goncalves,
Santos, Assungéo, 2025).

Subsequentemente, as celobio-hidrolases (ou exoglucanases) atuam nas extremidades

das cadeias, liberando celobiose. A B-glicosidase (BGL), por sua vez, é a enzima terminal,
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responsavel por hidrolisar a celobiose em glicose (Costa et al. 2021). A sinergia entre estas trés
classes € indispensavel, uma vez que a auséncia ou baixa eficiéncia de uma delas compromete

o rendimento global da sacarificacao.

2.2.3. O Gargalo da p-Glicosidase e as Inovacdes em Engenharia de Proteinas

A B-glicosidase (BGL) ¢ o principal ponto de estrangulamento bioquimico do processo.
A enzima sofre severa retroinibicdo pela glicose (seu produto), resultando em uma
desaceleracdo da hidrolise e exigindo altas dosagens enzimaticas para compensar a perda de
atividade em escala industrial (da Silva et al. 2019; Gongalves, Santos, Assungéo, 2025).

A inovacao biotecnoldgica tem se concentrado na superacao desta limitacdo através da
engenharia de proteinas e da bioprospeccdo direcionada. Pesquisas recentes utilizam
abordagens integradas de bioinformatica e engenharia genética para desenvolver variantes de
BGLs com aumento datolerancia a inibicdo por glicose e ao etanol (Azevedo et al. 2025). Tais
aprimoramentos séo vitais, especialmente em processos como a Sacarificacdo e Fermentacdo
Simultaneas (SSF), onde a enzima deve operar em um ambiente contendo elevadas

concentragdes de inibidores (da Silva et al. 2019; Bazoti, 2017).

2.2.4. A Revolugdo Catalitica das LPMOs

Um avango significativo no entendimento da deconstrugdo lignocelulésica é o
reconhecimento das Oxigenases de Polissacarideos de Ligacdo Litica (LPMOs), classificadas
nas familias AA (ex: AA9e AA10). Estas enzimas de natureza oxidativa dependemde oxigénio
e de um agente redutor para realizar a clivagem oxidativa das cadeias de celulose, atacando
regibes cristalinas que sdo menos acessiveis as hidrolases tradicionais (Fowler et al. 2019; Zhou
et al. 2019; Gongalves, Santos, Assuncéo, 2025).

Ainclusdo de LPMOs nos coquetéis enzimaticos industriais permite uma acéo sinérgica
otimizada, pois a quebra oxidativa cria novas extremidades de cadeia, aumentando a area de
superficie acessivel para as endo e exoglucanases. A bioprospeccdo em nichos especializados,
como o endossimbionte Teredinibacter turnerae (isolado de bivalves perfuradores de madeira),
foi crucial para a descoberta e caracterizacdo de LPMOs da familia AA10 (Fowler et al. 2019),
demonstrando o potencial de microrganismos deambientes extremos na busca por catalisadores

de alto desempenho (Gongalves, Santos, Assuncéo, 2025).
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2.2.5 Oportunidades Biotecnoldgicas e Perspectivas Industriais

A pesquisa por novas enzimas lignoceluloliticas ndo se restringe apenas a melhoria da
atividade catalitica, mas também a estabilidade funcional em condicdes operacionais severas
(Manisha; Yadav, 2017). Microrganismos de ambientes (nicos, como comunidades
celuloliticas em reatores de biogas e, notavelmente, a microbiota associada a sistemas
simbidticos (como os bivalves Teredinidae), sdo alvos estratégicos de bioprospeccao
(Dimitrova; Deshmukhb; Pandec, 2025).

O isolamento e a caracterizagcdo de enzimas desses nichos fornecem linhagens com
atributos desejaveis, como a alta capacidade hidrolitica ja observada em géneros como Bacillus
e Lysinibacillus isolados de ambientes de intensa degradacdo de biomassa (Rios-Alvarado et
al. 2024; Ghio et al. 2012). A identificagdo desses microrganismos e a posterior clonagem e
expressao heter6loga de seus genes enzimaticos constituem a base para a formulacdo de
coquetéis enzimaticos de nova geracdo, essenciais para a sustentabilidade e a viabilidade
economica do etanol 2G (Fu et al. 2024).

Ademais, a descoberta de mecanismos de secre¢do ndo convencionais, como a liberagao
deenzimas em vesiculas de membrana por certos simbiontes (Gasser et al. 2024), sinaliza novas
rotas para a entrega eficiente de enzimas em meio industrial, sublinhando a importancia da

pesquisa basica para a inovacgdo aplicada em bioprocessos.

2.3 Bioprospeccdo e aplicacGes biotecnoldgicas

A bioprospeccdo caracteriza-se pela investigacdo sistematica da biodiversidade com o
proposito de identificar organismos, genes, enzimas e metabo6litos que apresentem potencial
para aplicacGes biotecnoldgicas em diferentes setores, como salde, energia e agricultura. Por
se fundamentar no aproveitamento sustentivel da natureza, esta abordagem emergiu como
componente central da bioeconomia, visto que intenciona gerar inovacgao cientifica, tecnoldgica
e, simultaneamente, valorizar recursos naturais com responsabilidade socioambiental
(Goncalves et al. 2024; Gongalves, Santos, Assuncao, 2025).

O oceano, com sua imensa diversidade microbiana, é reconhecido como um cenério
promissor para descoberta de catalisadores bioldgicos com caracteristicas funcionais inéditas,

como resisténcia a salinidade, alta pressdo e temperaturas extremas. Tecnicas de cultivo,
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complementadas por métodos independentes de cultura como a metagenémica, tém permitido
identificar enzimas Uteis em processos industriais sob condi¢Ges sustentaveis (Rodrigues e De
Carvalho, 2022, Goncalves, Santos, Assuncéo, 2025).

Rodrigues e de Carvalho (2022) destacam avancos em técnicas de alto rendimento para
triagem enzimatica, incluindo microreatores e plataformas miniaturizadas que aceleram o teste
de viabilidade e a adaptacdo ao ambiente industrial. Estratégias hibridas que combinam cultivo
em laboratorio, co-culturas e metagendmica operam de maneira complementar, aumentando
significativamente o potencial de exploracdo de microrganismos “nao cultivaveis” (menos de
1 % sob métodos tradicionais) (Trindade-Silva et al. 2009; Rodrigues e De Carvalho, 2022;
Gongalves et al. 2024).

2.4. Moluscos xilotréptico Teredinidae

A familia Teredinidae (Rafinesque, 1815) compreende moluscos bivalves marinhos
extremamente especializados na perfuracdo (xilotrepia) e no consumo (xilotrofia) de madeira
submersa. Popularmente conhecidos como “turus”, “gusanos” ou ‘“shipworms”, esses
organismos apresentam um notavel grau de adaptacdo morfoldgica e fisiologica ao seu nicho
ecoldgico singular. Seu corpo é longo, cilindrico e vermiforme, com conchas pequenas e
reduzidas, localizadas na extremidade anterior e modificadas em estruturas escavadoras
providas de denticulos. Essas conchas funcionam como verdadeiras brocas bioldgicas,
permitindo a perfuracdo de substratos lignificados como troncos, raizes e embarcacdes de
madeira. A raspagem continua do substrato é acompanhada da secre¢do de substéncias que
auxiliam na fixacdo e na escavacéo, o que possibilita a construcdo de tuneis onde o animal se
abriga e se alimenta (Turner, 1966; De-Carli e Manzi-Decarli, 2012, Goncalves, Santos,
Assuncéo, 2025).

Além das adaptacdes morfoldgicas, os teredinideos apresentam um sistema fisiolgico
altamente especializado para a digestdo da madeira, um substrato naturalmente pobre em
nitrogénio e dificil de degradar. As particulas lignocelulésicas ingeridas passam por um trato
digestivo simplificado, mas altamente eficiente, gracas a associagdo simbidtica com
microrganismos presentes em glandulas branquiais e no trato digestivo. Essa relagéo simbidtica
¢ fundamental para a nutricdo dos teredinideos, pois permite a degradacdo de celulose e
hemicelulose, fornecendo agucares assimilaveis. Assim, a familia Teredinidae constitui um

exemplo classico de coevolugdo entre animais marinhos e micro-organismos, representando um



37

modelo bioldgico de grande interesse para estudos em ecologia, biotecnologia e bioprospeccao

de enzimas lignoceluloliticas (Turner, 1966; De-Carli e Manzi-Decarli, 2012).

Figura 8 — Relagbes filogenéticas de Pholadoidea
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Os tadxons terminais ilustrados representam: Martesia striata (Pholadidae), Xylopholas sp. (Xylophagaidae),
Neoteredo reynei [=Teredora reynei]e Kuphussp. (Teredininae), Bankia gouldi e Bankia martensi (Bankiinae).
A arvore evidencia a divisdo entre Teredininae (paletasndo segmentadas) e Bankiinae (paletassegmentadas),
além da relacdo de parentesco com Xylophagaidae e Pholadidae dentro da superfamilia Pholadoidea.

Fonte: Robin et al. (2018). Adaptado.

Na figura 8, estdo representadas as relacdes filogenéticas da superfamilia Pholadoidea,
baseadas na filogenia molecular proposta por Distel, Beaudoin e Morrill (2002) e
posteriormente revisadas e adaptadas por Robin et al. (2018). Essa analise combina dados
morfologicos e moleculares para esclarecer a posicao sistematica das principais linhagens de

bivalves perfuradores de substratos duros, incluindo as familias Pholadidae, Xylophagaidae e
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Teredinidae, todas pertencentes a ordem Myoida (Distel, Beaudoin e Morrill, 2002; Robin et
al. 2018).

A topologia apresentada evidencia que os Pholadidae (representados na figura 8 por
Martesia striata) ocupam uma posicdo basal dentro de Pholadoidea, sendo considerados o
grupo-irmdo mais préximo dos Teredinidae. Essa relacdo apoia a hipotese classica de Turner
(1966), segundo a qual os teredinideos derivam de um ancestral foloideano perfurador,
possivelmente semelhante ao género fossil Teredina, que ja apresentava conchas teredoides e
tubos calcificados aderidos as valvas (Turner, 1966; Robin et al. 2018).

O clado que inclui Xylophagaidae (representado por Xylopholas sp. na figura) aparece
como uma linhagem intermediaria, compartilnando com os teredinideos a capacidade de
perfurar madeira, mas diferindo por ndo formar tubos calcarios completos e por possuir uma
fisiologia digestiva menos especializada para a digestédo de lignocelulose (Li et al. 2022).

Dentro de Teredinidae, observa-se a separacdo em duas subfamilias principais, de
acordo com Turner (1966) e confirmadas molecularmente por Distel et al. (2002). A primeira
subfamilia sdo os Teredininae, caracterizada por paletas ndo segmentadas e pela presenca de
espécies como Neoteredo reynei (Teredora reynei), e Kuphus sp. — este ultimo representando
um grupo basal e altamente derivado, com habitos endossimbidticos e tubos calcificados
macicos. A outra subfamilia trata-se da Bankiinae, que inclui géneros com paletas segmentadas
ou cbnicas, como Bankia gouldi e Bankia martensi, agrupados juntamente com o clado de
Lyrodus, conhecido por suas paletas com capsulas periostracais marrons e estrutura
intermediéria entre as duas linhagens (Turner, 1966; Distel et al. 2002; Robin et al. 2018).

Essa distingdo filogenética reflete diferencas profundas na morfologia das paletas,
estratégias reprodutivas e tipos de larvas, sendo os Teredininae caracterizados por espécies que
retém os jovens até o estagio veliger tardio, enquanto os Bankiinae apresentam larvas
planctonicas e fertilizacdo externa (Turner, 1966; Distel et al. 2017).

A analise filogendmica recente de Li et al. (2022), baseada em genomas mitocondriais
completos, reforca essas relagdes e demonstra modos contrastantes de evolucdo gendmica entre
Teredinidae e Xylophagaidae, evidenciando que ambas as familias formam linhagens irmds,
mas com trajetorias evolutivas distintas na adaptacdo a xilofagia marinha (Turner, 1966; Li et
al. 2022).

Em sintese, a figura 9 sintetiza a evolucdo convergente dos bivalves perfuradores dentro
de Pholadoidea, ilustrando a passagem de formas foloideanas ancestrais para as linhagens mais

derivadas de Teredinidae, altamente especializadas na escavacao e colonizacdo de substratos
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lenhosos submersos — um exemplo classico de coevolucdo funcional e morfologica entre
moluscos e madeira marinha (Turner, 1966; Distel et al. 2002; Li et al. 2022).

Figura 9 — Exemplares de teredinideos

Espécimes e paletes de teredinideos coletados nos levantamentos de campo. Espécimes e paletes de
teredinideos coletados nos levantamentos de campo: A)espécime preservado  de Nototeredo
norvagica; B) paletes de Teredo bartschi; C) espécime fresco de Teredo navalis; D) espécime fresco de
Lyrodus pedicellatus (forma atlantica); E)paletes de Psiloteredo megotara ; F) espécime preservado de L.
pedicellatus (forma mediterranea); G) paletes de Bankia carinata; H) espécime preservado de Teredothyra
dominicensis. Barra de escala: espécimescompletos=1 cm; paletes= 5 mm; sh-concha; pl-palheta; sp-sifdo; bk
lamina; st-haste; pt-periéstraco; bp-bolsa de cria.

Fonte: Borges, L.M., Merckelbach, L.M., Sampaio, i. et al. (2014). Adaptado.
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A escavacdo da madeira ocorre por meio das valvas providas de denticulos que raspam
e trituram o substrato, formando galerias que sdo revestidas internamente por um tubo calcario
secretado pelo manto. Na extremidade posterior encontram-se 0s sifdes, que projetam-se para
fora da madeira e estdo associados a paletas calcarias que atuam como vélvulas protetoras,
impedindo a entrada de predadores e a desidratacdo durante marés baixas (Muller, 2004; Brito
et al. 2018).

Figura 10 — Morfologia externa de um Teredinideo

(@) Desenho esquematico de um Teredinideo, indicando as principais estruturasexternas (modificado de Clench e
Turner, 1946) - ec: escudo cefalico; p: pé; c: concha; pt: placas; se: sifdo exalante; si: sifdes inalantes. (b) Estruturas
externasde Neoteredo reynei-al: face externa da placa;a2: face interna da placa; b: placascalciformes; c: dobras
carnudas chamadas lapelas; d: detalhes dos sifdes.

Fonte: Vidal e Rocha-Barreira, (2009). Adaptado.

A anatomia interna dos Teredinideos revela adaptacdes notaveis, como 0 coracao
posicionado anteriormente, estdbmago globular, canal anal extenso, branquias especializadas e
intestino longo. Nas branquias estdo localizadas bactérias simbidticas intracelulares
(principalmente gamaproteobactérias do género Teredinibacter), que sdo responsaveis pela
producdo das principais enzimas hidroliticas utilizadas na digestdo da madeira, incluindo
endoglucanases, xilanases e acetilxilanesterases (Brito et al. 2018; Li et al. 2022).

Além das bactérias, estudos recentes identificaram fungos filamentosos simbidticos no
trato digestorio de Neoteredo reynei, com alto potencial para decompor celulose e lignina,

reforcandoa complexidade funcional dosistema digestivo desses bivalves (Ferreira etal. 2019).
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Esses microrganismos atuam de forma sinérgica, liberando aglcares simples que sdo
absorvidos pelo hospedeiro, o que confere aos Teredinideos uma notavel eficiéncia na

degradacdo de madeira em ambientes marinhos.

Figura 11 — Coleta de Neoteredo reynei no Estuario Coroa Grande, Rio de Janeiro, Brasil

a) Neoteredo reynei em sua galeria. b) Retirada do Neoteredo reynei.

Fonte: www.labbmar.ufc.br/coletas [s.d.]. Adaptado.

Ecologicamente, os Teredinideos desempenham papel crucial na ciclagem de carbono em
ecossistemas costeiros, especialmente em manguezais, onde contribuem para a decomposicéo
da madeira e a liberacdo de nutrientes. Em contrapartida, causam significativos prejuizos
econémicos por deteriorarem estruturas submersas de madeira, como embarcacgdes, pieres e
estacas (Romano et al. 2020; Carmo-Santos et al. 2023).

No Brasil, a diversidade de Teredinidae € ampla e abrange praticamente todo o litoral,
desde ambientes tropicais até regides de aguas frias. Sdo conhecidas ao menos 26 espécies,
distribuidas entre os géneros Bankia, Lyrodus, Neoteredo, Nausitora e Teredo. No estuario do
rio Acarau, no Ceara, foram registradas oito espécies, incluindo novos registros estaduais de
Teredo cf. bartschi, Bankia gouldi e Lyrodus cf. bipartitus, esta ultima considerada
possivelmente exotica (De-Carli e Manzi-Decarli, 2012; Carmo-Santos et al. 2023).

A distribuicdo das espécies esta relacionada principalmente a heterogeneidade do
habitat, a salinidade e ao grau de inundacdo vertical nos manguezais. Espécies como Nausitora

fusticula e Neoteredo reynei demonstram grande plasticidade ecoldgica, o que as torna
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resilientes em ambientes estuarinos com amplas variac¢des fisico-quimicas (Carmo-Santos et al.
2023).

2.4.1 Classificagdo e morfologia da familia Teredinidae

A familia Teredinidae (Mollusca: Bivalvia), popularmente conhecida como “turus-de-
pau” ou “shipworms”, compreende um grupo de moluscos bivalves altamente especializados
na perfuracdo e colonizacdo de madeira submersa (Turner, 1966). Filogeneticamente, 0s
teredinideos pertencem a subordem Pholadina, da ordem Myoida, e mantém relacdo proxima
com a familia Pholadidae, compartilhando ancestrais comuns, embora apresentem profundas
modificacdes estruturais associadas ao habito xil6fago (Turner, 1966; Romano et al. 2020).

As conchas dos Teredinidae séo reduzidas e localizadas na porcéo anterior do corpo,
gue assume formaalongada e vermiforme. Essas conchas, dotadasde sulcos radiais e denticulos
microscopicos, atuam como instrumentos perfuradores, raspando a madeira por meio de
movimentos alternados dos musculos adutores, possibilitando a progressiva escavagdo do
substrato (Turner, 1966; Nair e Saraswathy, 1971). O pé é pequeno, discoide e truncado,
funcionando como estrutura de fixagdo durante a perfuracdo, enquanto o0 corpo permanece
protegido pelo tubo escavado e revestido por uma camada calcificada secretada pelo manto
(Turner, 1966; Nair e Saraswathy, 1971; Romano et al. 2020).

Figura 12 — Morfologia externa de Neoteredo reynei.

Fonte: Turner (1966). Adaptado.
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A figura 12 apresenta a morfologia externa de Neoteredo reynei, evidenciando o corpo
alongado e a posicdo anterior das conchas, seguidas pelos sifoes e paletas na regido terminal.
Observa-se que o comprimento corporal pode ultrapassar 50 cm, o que reflete a extensdo das
galerias escavadas na madeira (Turner, 1966).

Na extremidade posterior, 0s teredinideos apresentam um par de sifdes retrateis, cuja
abertura é protegida por estruturas calcificadas denominadas paletas. Essas paletas funcionam
como valvulas de fechamento do tunel, evitando a entrada de particulas e predadores quando o
animal se retrai. A morfologia das paletas, incluindo o formato da lamina, a ornamentacao
periostracal e a estrutura do pedunculo, constitui um dos principais caracteres utilizados na

classificacdo genérica e especifica da familia (Turner, 1966; Distel; Beaudoin; Morrill, 2002).

Figura 13— Anatomia geral dos Teredinidae, evidenciando a disposi¢do dos 6rgaos internos e

das estruturas musculares principais.

X

A S RO I TSI ey BT e

s5mm
A. Neoteredo reynei (Bartsch), de Paramaribo, Surinam.

Chaves para os Nimeros

1. Masculo adutor anterior 9. Glandulas digestivas 17. Sifao exalante (ou excorrente) — situado 25. Cavidade pericérdica (indicada pela
atras da paleta em A linha tracejada)

2. Musculo adutor posterior 10. Intestino 18. Manto 29. Branquia anterior

3. Capuz cefalico 11. Ceco 19. Cavidade epibranquial 30. Sulco alimentar

4.pé 12. Gonadas (localizadas posteriormente ao 20. Anus (com aberturas ampliadas) 33. Musculo protator das paletas

ceco e a glandula digestiva)

5. Boca 13. Branquia 21. Canal anal (preenchido com fezes) 38. Musculo de fechamento posterior do
canal anal

6. Palpos labiais 14. Cavidade infrabranquial 22. Rim (envolvendo o intestino em A) 39. Colar do manto envolvendo os sifées
e as paletas

7. Saco do estilo cristalino 15. Paleta 23. Auricula (ou atrio do coragdo) 44. Papilas na superficie dorsal

8. Estdmago (amplamente coberto pela 16. Sifdo inalante (ou incorrente) 24. Ventriculo 46. Lébulos dorsais

glandula digestiva)

Fonte: Turner (1966). Adaptado

A anatomia interna e as principais estruturas viscerais sao demonstradas na figura 13,
que ilustra o arranjo dos musculos adutores, da cavidade do manto e da disposi¢do dos 6rgéos
digestivos. Nessa representacdo, € possivel observar o alongamento do tubo visceral e o

posicionamento posterior das glandulas branquiais, onde se localizam as bactérias
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endossimbioticas responsaveis pela digestdo de compostos lignocelulosicos (Trindade-Silva et
al. 2009; Romano et al. 2020).

Figura 14 — Regido posterior de Bankia e Neoteredo, destacando a morfologia das paletas e

dos sifdes retrateis.

Desenhos semidiagramaticos da musculatura dos sifdes e das paletas de trés géneros,
mostrando a semelhanca bésica dentro da familia

A — C. Neoteredo reynei (Bartsch), coletado na foz do Rio Nickerie, ao norte de Nieuw Nickerie, Distrito de Nickerie,
Suriname.

A. Vistaventral da extremidade posterior doanimal antes da dissecacéo, mostrando as terminagdes dos musculos que se fixam ao tubo. Os
l6bulos dorsais foram abertos lateralmente.

B. Vista lateral esquerda da extremidade posterior, com uma se¢do do manto removida para revelar os musculos das paletss.
C. Vista ventral da extremidade posterior,abertapor uma incisdo longitudinal medianae estendida. Os musculos retratores dos sifdes (9)
inserem-se medialmente e precisaram ser cortados para permitir a abertura do animal e a disposicao dos trés misculos retratores das paletas.
O colar das paletas também foi removido para mostrar os musculos retratores acessérios das paletas (5a), que ndo sao encontrados em
outros géneros examinados.

D. Espécime mal preservado de Nototeredo edax (Hedley), proveniente de Mombaca, Quénia, mostrando a extremidade do tubo calcério
com as camaras concéntricas (concamerations) que sdo adicionadas conforme necessario, permitindo o ajuste das paletas. O musculo
retrator do sifdo (9), que se desprendeu da lateral do tubo, é semelhante ao observado em Bankia gouldi (Bartsch).

E. Bankia gouldi (Bartsch), coletado em Gulfport, Mississippi. Vistaventral da extremidade posterior doanimal (dissecado como em C),
mostrandoas insercoes laterais dos musculos retratores dos sifdes, a semelhanca dos musculos retratores das paletas comosde N. reynei e
B. setacea, e 0s grandes musculos protatores das paletas.

F. Bankiasetacea (Tryon), coletado em Street Car Reef, Redondo, Palos Verdes, Condado de Los Angeles, Califomia. Dissecagdo conforme
C e E, mostrando os musculos retratores dos sifoes pareados, porém com inser¢do mais central, e os misculos protatores das pa letas de
menor porte.

Fonte: Turner (1966). Adaptado

A figura 14 mostra detalhes da regido posterior e das paletas, estruturas que apresentam

grande variacdo morfolégica entre os géneros (Teredo, Bankia, Lyrodus, Neoteredo). A forma
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e ornamentacdo das paletas sdo caracteristicas taxondmicas essenciais para a identificacdo das
espécies (Turner, 1966).

Outros caracteres morfologicos relevantes incluem o formato e ornamentacdo das
conchas, a disposi¢do dos condilos dorsais e ventrais, a estrutura da glandula branquial e o tipo
de revestimento calcario do tubo escavado (Trindade-Silva et al. 2009; Romano et al. 2020).

O género Neoteredo, em especial Neoteredo reynei, apresenta paletas em forma de lanca
e glandulas branquiais volumosas, frequentemente associadas a simbiontes celuloliticos —
caracteristica de importancia biotecnoldgica por fornecer enzimas envolvidas na degradacéo de
lignocelulose (Trindade-Silva et al. 2009; Gongalves et al. 2024; Gongalves, Santos, Assuncao,
2025).

A morfologia funcional dos Teredinidae — adaptada a perfuracdo, fixacdo e digestdo
parcial da madeira — representa um notavel exemplo de convergéncia evolutiva entre bivalves
marinhos e organismos xilofagos terrestres, justificando a denominagdo de “térmitas do mar”
(Turner, 1966; Romano et al. 2020).

2.5 Microbiota associada aos Teredinidae e 0s Mecanismos enzimaticos para degradacéo

lignocelul6sica

Nos ambientes bent6nicos dos ecossistemas marinhos tropicais, particularmente em
substratos lenhosos submersos, manifesta-se uma simbiose altamente especializada envolvendo
0 bivalve Neoteredo reynei (familia Teredinidae) e uma microbiota adaptada a condicGes
oligotroficas. Esta associacdo simbidtica permite a degradacao eficiente de madeira, promovida
principalmente pela acdo de microrganismos presentes no ceco gastrico e nas glandulas
digestivas doanimal hospedeiro (Stravoravdis et al. 2021; Gongalves, Santos, Assungéo, 2025).

Entre os simbiontes microbianos, destaca-se Teredinibacter turnerae, uma
gamaproteobactéria que sintetiza um conjunto diversificado de enzimas celuloliticas, incluindo
endoglucanases, celobiohidrolases e B-glicosidases. Essas enzimas sdo responsaveis pela
despolimerizacdo da celulose e hemicelulose presentes no substrato lenhoso, conferindo a
bactéria papel central na nutricdo do hospedeiro Adicionalmente, T. turnerae exibe
propriedades fixadoras de nitrogénio e capacidade de biossintese de metabdlitos secundarios
com potenciais efeitos antimicrobianos (Ghio et al. 2012; Stravoravdis et al. 2021; Pringgenies
et al. 2024).
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A microbiota associada a N. reynei, localizada especialmente nas branquias, glandulas
digestivas e trato intestinal, € composta por bactérias endossimbidticas com notavel plasticidade
metabolica. Entre essas, Teredinibacter turnerae se destaca por ser cultivavel em laboratério,
possuir genoma sequenciado e apresentar caracteristicas de interesse industrial. Estudos
gendmicos revelam que a cepa T7901, por exemplo, codifica uma variedade de enzimas
celuloliticas, incluindo celobiohidrolases (EC 3.2.1.91), B-1,4-endoglucanases (EC 3.2.1.4) e
B-glicosidases (EC 3.2.1.21), responsaveis pela quebra sinérgica da celulose cristalina (Yang et
al. 2009; Trindade-Silva et al. 2009; Ekborg et al. 2007; Gongalves et al. 2024).

A presenca de dominios de ligacdo a carboidratos (CBMs) e de monooxigenases de
polissacarideos liticos (LPMOs) da familia AA10 potencializa a atuacdo dessas enzimas,
rompendo as barreiras estruturais da celulose com maior eficiéncia. Estudos como o de Fowler
et al. (2019) demonstram que essas enzimas apresentam atividade sinérgica com os CBMs e
atuam em diferentes posi¢cdes da cadeia celulosica, promovendo maior rendimento na liberagéo

de acucares (Fowler et al. 2019; Zhou et al. 2019, Gongalves, Santos, Assungdo, 2025).

Figura 15 — Multiplos genes codificando glicosil hidrolases
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Fonte: Altamia et al. (2014). Adaptado
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Além das enzimas hidroliticas classicas, T. turnerae apresenta mecanismos redox por
meio de LPMOs, que realizam clivagens oxidativas nas ligagdes -1,4-glicosidicas, ampliando
a acessibilidade do substrato as demais enzimas. Esses sistemas enzimaticos apresentam
modularidade e adaptabilidade, funcionando em sinergia com proteinas como sider6foros,
como a turnerbactina, cuja biossintese é regulada por genes da familia TonB. Tais sistemas
indicam ndo apenas uma funcdo catabdlica, mas também ecoldgica, possibilitando a
sobrevivéncia simbidtica em ambientes carentes de ferro e nitrogénio (Naka; Haygood, 2023;
Gongalves et al. 2024).

O papel simbiotico dessa microbiota transcende a degradacdo da madeira como nicho
alimentar. A associagdo com N. reynei configura um microambiente especializado onde
bactérias endossimbidticas evoluiram mecanismos eficientes para a mineralizacdo de biomassa
lenhosa em condic6es marinhas oligotroficas. A exploracdo metagendmica dessas comunidades
tém revelado agrupamentos génicos conservados e diversidade funcional compativel com
aplicacbes industriais, desde a producdo de etanol 2G até biopolimeros e agentes bioativos com
funcBes antibacterianas e antifungicas (Brito, 2018; Wang et al. 2013; Trindade-Silva et al.
2009).

Portanto, a microbiota associada a N. reynei, com destaque para o clado Teredinibacter,
constitui um reservatério genético e funcional com elevado potencial biotecnoldgico. A
integracdo de abordagens émicas — gendmica, transcriptbmica e protebmica — aliada a
engenharia de processos pode catalisar a aplicagdo pratica desses sistemas simbioticos em
cadeias produtivas sustentaveis, especialmente na biorrefinaria de residuos lignocelulésicos. A
continuidade de pesquisas voltadas a expressdo e caracterizacdo funcional dessas enzimas é
estratégica para consolidar esse modelo natural como plataforma tecnoldgica no enfrentamento
dos desafios energéticos contemporaneos (Himmel et al. 2007; Rubin, 2008; Gongalves et al.
2024).

Recentemente, cepas de microrganismos como Paenibacillus sp, Bacillus ssp e
Teredinibacter turnerae tém demonstrado alto potencial para produgdo de enzimas
lignoceluloliticas. Destaca-se também a capacidade taxonémica e funcional de cepas do género
Bacillus na hidrélise de substratos lignocelulésicos (Ghio et al. 2012; Dobrzynski et al. 2023;
Goncalves et al. 2024; Gasser et al. 2024).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Local de Coleta

As coletas do molusco perfurador de madeira Neoteredo reynei foram realizadas na
Regido Metropolitana de Fortaleza, Ceard, area caracterizada pela ampla ocorréncia de
ecossistemas de manguezal e por registros prévios da presenca desse bivalve. A partir de uma
prospeccdo inicial em diferentes areas estuarinas, definiu-se como area de estudo o manguezal
da Sabiaguaba, localizado no setor leste do municipio de Fortaleza — CE. O ponto de coleta
encontra-se nas coordenadas geograficas 03°46'30.9"S e 38°26'02.7""W, conforme detalhadono
mapa de localizacdo (Figura 16), que evidencia a insercdo da area em um contexto costeiro-

estuarino diretamente influenciado pelo Oceano Atléntico e por sistemas lagunares adjacentes.

Figura 16 — Mapa de localizacdo
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O mapa apresentado destaca de forma integrada a localizacdo regional e local da area
de estudo, permitindo visualizar arelagdo espacial entre o ponto de coleta, o Ecomuseu Natural
doMangue, os limites daArea de Protecdo Ambiental (APA) da Sabiaguaba e o Parque Natural
Municipal das Dunas de Sabiaguaba. Observa-se que o ponto amostral esta inserido em uma
zona de manguezal bem preservada, com elevada disponibilidade de madeira submersa,
condicdo ecoldgica favoravel a ocorréncia de N. reynei. A representacdo cartografica também
evidencia a proximidade com areas urbanizadas, reforcando a importancia do local como
espaco de interface entre conservacao ambiental e pressdo antrdpica, aspecto relevante para a
interpretacao ecologica e biotecnologica dos dados obtidos.

A escolha deste area de coleta também se fundamenta em critérios legais, ambientais e
socioculturais. O Ecomuseu Natural do Mangue, situado nas proximidades do ponto amostral,
é reconhecido como patriménio historico, cultural e natural do municipio de Fortaleza,
conforme a Lei Municipal n® 11.053/2020, e estd inserido em uma vila tradicional de
pescadores. Além disso, toda a area integra a APA da Sabiaguaba, criada pelo Decreto n°
11.987, de 20 de fevereiro de 2006, em consonancia com a Lei n° 9.985/2000, que institui o
Sistema Nacional de Unidades de Conservacdo (SNUC). Nesse contexto, a realizagdo das
coletas nessa localidade contribui ndo apenas para a prospeccao cientifica de microrganismos
simbioticos associados a N. reynei, mas também para a valorizacdo do patriménio genético e
para o fortalecimento de estratégias de conservacdo da biodiversidade dos manguezais
cearenses.

Foram coletados dois espécimes do molusco bivalve xiléfago da familia Teredinidae,
sob autorizacdo do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) n°
90788-1 (Anexo A), tendo como guia o Sr. Rusty Sa Barreto, idealizador e Diretor do Ecomuseu
Natural do Mangue. O numero reduzido de individuos esta em consonancia com abordagens
exploratorias adotadas por Trindade-Silva et al. (2009), Brito et al. (2018) e Brito (2018) em
estudos prévios sobre a microbiota simbidtica de Neoteredo reynei, nos quais a caracterizacdo
microbiana se baseia na andlise qualitativa e funcional de amostras individuais ou combinadas,
especialmente em contextos de coleta em areas ambientalmente protegidas.

A escolha desse sitio baseou-se na sua representatividade ecoldgica, caracterizada por
um manguezal intertidal, com ocorréncia natural de madeira submersa (lenhagem coarse woody
debris — CWD), reconhecida como substrato preferencial de Teredinidae (Borges et al. 2014;
Carmo-Santos et al. 2023). Esses organismos apresentam papel essencial na degradacdo de

biomassa lignocelulésica no ambiente marinho, processo que guarda paralelos bioquimicos
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com os sistemas enzimaticos aplicados a producdo de etanol de segunda geracdo (Himmel et
al. 2007; Broda et al. 2022; Gasser et al. 2024).

Figura 17 — Manguezal da Sabiaguaba (Fortaleza—CE)
A B m_

Fonte: Autor (2025).

As imagens retratam o ecossistema de manguezal localizado na regido da Sabiaguaba,
Fortaleza—CE, é&rea de coleta dos espécimes de bivalves da familia Teredinidae.
Nas fotografias observam-se as formacOes tipicas desse ambiente estuarino, com vegetacao
dominada por espécies caracterizadas pela presenca deraizes aéreas e pneumatdforos adaptados
a inundacéo periddica.

As partes superiores (A e B) evidenciam a zona de transicdo entre 0 manguezal e o
estuario, com substrato lodoso e influéncia de maré, enquanto as partes inferiores (C e D)
mostram detalhes das raizes e do solo saturado, onde se encontram troncos submersos que

servem de abrigo para os Teredinidae.
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A selecdo dostroncos para coleta baseou-se na inspe¢éo visual de madeira submersa em
estado avancado de decomposicdo, priorizando-se aqueles que apresentavam indicios de
colonizacdo por bivalves perfuradores, identificados pela presenca de galerias calcarizadas. A
confirmacdo da colonizagdo foi realizada por meio de corte longitudinal dos troncos com
auxilio de facéo, procedimento que permitiu a visualizacdo direta das galerias internas (Figura
18). As amostras de madeira colonizada foram entdo coletadas manualmente durante a maré
baixa, acondicionadas em sacos plasticos limpos e transportadas sob refrigeracdo para o
laboratério, onde o0s espécimes foram cuidadosamente extraidos, identificados
morfologicamente segundo Turner (1966) e De-Carli e Manzi-Decarli (2012), e preservados
em etanol 95-100 % para analises genéticas.

Os individuos foram retirados cuidadosamente de sua galeria utilizando ferramentas
como facdo, e panca histolégica a fim de ndo causar danos ao corpo do molusco. Todos 0s
processamentos e analises das amostras foram realizados no Laborat6rio de Quimica Analitica
e Microbiologia Ambiental - LAQAMB no Bloco didatico | do Instituto Federal de Educacéo,

Ciéncia e Tecnologia do Ceara - IFCE campus de Maracanau.

3.2 Procedimentos de Coleta, Identificacéo e Caracterizacdo de Neoteredo reynei (Bartsch,
1920)

O estudo foi realizado em um manguezal caracterizado pela presenca de madeiras
caidas, as quais apresentavam extensas galerias tipicas de moluscos dafamilia Teredinidae. A
etapa inicial consistiu nos primeiros cortes das madeiras depositadas no manguezal, onde
indicavam-se a ocorréncia de moluscos, embora em estagio inicial de crescimento e detamanho
reduzido. Posteriormente, foram coletados dois troncos com aproximadamente 30 cm de
diametro, que apresentavam galerias de cerca de 1,5 cm de didmetro, internamente recobertas
por depositos calcarios produzidos pelo molusco simbionte.

Os troncos foram levados a um ambiente laboratorial a fim e mantidos em dgua do mar,
coletado no local daextracdo, sob em temperatura ambiente (entre 28°C a 30 °C). A partir dos
troncos que apresentavam galerias, foi possivel extrair exemplares do molusco da familia

Teredinidae.
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Figura 18 — Sele¢é@o dos troncos em campo e extracdo do molusco

Fonte: Autor (2025).

A figura 18 apresenta o processo de coleta e extracdo de espécimes de Neoteredo reynei
(Bartsch, 1920) em ambiente de manguezal. As secBes transversais dos troncos (A, B)
evidenciam galerias cilindricas paralelas, com diametros entre 1 e 2 cm, tipicas do padréo de
escavacdo da espécie. O corte longitudinal (B) revela galerias alongadas revestidas por
depdsitos calcarios brancos, resultantes da secre¢do do manto do molusco, responsavel pela
formacéo do tubo calcério protetor (Turner, 1966; Mdller; Lana, 1986).

A imagem (C) mostra o procedimento de abertura manual dos troncos realizado em
campo, com o objetivo de acessar as galerias internas e verificar a presenca de exemplares
vivos. Nas imagens inferiores (D—F), observam-se moluscos ainda inseridos em seus tubos
calcificados e o processo de extracdo e acondicionamento em laboratorio, evidenciando a
metodologia empregada na obtencdo do material biologico (Vidal e Rocha-Barreira, 2009).

Na imagem (E), nota-se o corpo alongado e vermiforme do molusco, com coloragdo
entre bege e rosada, e 0 manto espesso e translucido recobrindo parcialmente as valvas brancas
anteriores e as paletas calcarias posteriores. A imagem (F) apresenta o exemplar completo
extraido, com cerca de 35 cm de comprimento, destacando aregido anterior globosa (valvas) e
a posterior expandida com sifdes e lapelas dorsais, caracteristicas diagndsticas de Neoteredo
reynei (De-Carli; Manzi-De-Carli, 2012; Miller; Lana, 1986; Turner, 1966).
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Figura 19 — Estruturas morfoldgicas externas e internas de Neoteredo reynei (Bartsch, 1920)

A. Vista total de Neoteredo reynei. B. Vista dorsal, porgéo anterior de
Neotereda reynel. C. Vista lateral, porcdo anterior de Neoteredo reynel. D.
Vista frontal, porcdo anterior de Neoteredo reynel. £, Canal anal, coracdo e
estdmago de Neateredo reynel.

A Por¢an posterior, extremidade distal de Neatereds reynei. F. Visdo do interior dos sifies
de Meoteredo reynei, |. Paletas de Neoteredo reynei face externa.
Barras de escala; A =5mmy; F, | = 2mm,

Fonte: Bartsch (1920) Adaptado

De acordo com a chave taxondmica classica de Miller e Lana (1986), Neoteredo reynei
distingue-se de outros Teredinidae por apresentar paletas solidas, ndo segmentadas e simétricas,
cuja lamina calcéaria é espatuliforme, com face externa convexa e levemente deprimida
distalmente, e face interna concava e lisa. O peddnculo é curto e robusto, inserido lateralmente
no manto, enquanto o peridstraco é fino, castanho a marrom-escuro, recobrindo
aproximadamente a metade distal da lamina e podendo estar ausente em exemplares adultos
desgastados (Muller; Lana, 1986; Turner, 1966; De-Carli; Manzi-De-Carli, 2012).

Os sifdes sdo unidos em quase toda a sua extensdo, exceto na extremidade distal, e
apresentam intensa pigmentacdo marrom, caracteristica marcante daespécie. O sifdo exalante
exibe bordas internas margeadas por numerosas papilas, enquanto o sifdo inalante é
ligeiramente menor e provido de tentaculos curtos, estruturas relacionadas a filtragem e a
movimentacao da agua no interior do tubo calcario (Vidal e Rocha-Barreira, 2009; De-Carli,
2013).

Outro carater diagnostico essencial, também ressaltado por Muller e Lana (1986), é a
presenca de duas dobras carnosas dorsais na regido posterior do manto, denominadas lapelas
dorsais, alem de um ceco longo e ventral, geralmente distendido e repleto de detritos lenhosos,
indicando o alto grau de especializacdo troficae o papel ecoldgico daespécie na degradacdo de
madeira submersa (Muller; Lana, 1986; De-Carli, Manzi-De-Carli, 2012; Turner, 1966).

Portanto a identificacdo taxondmica dos espécimes de Neoteredo reynei foi realizada

com base em caracteres morfolégicos diagnésticos, conforme a taxonomia classica de
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Teredinidae. Estudos prévios empregaram a analise de estruturas como paletes, sifdo e
caracteristicas anatdmicas do trato digestivo, reconhecendo N. reynei como a Unica espécie do
género é facilmente distinguivel por suas particularidades morfologicas (Trindade-Silva et al.
2009; Brito et al. 2018; Brito, 2018).

3.3 Material e Reagentes Utilizados no Processamento das Amostras

O preparo das amostras bioldgicas foi conduzido com base em metodologias
previamente descritas para o estudo da microbiota simbiotica associada a Teredinidae, com
adaptacOes pontuais adequadas as condicdes experimentais deste trabalho (Trindade-Silva et
al. 2009; Brito et al. 2018; Altamia et al. 2020). Os espécimes de Neoteredo reynei foram
removidos manualmente de troncos de madeira submersos e em decomposi¢éo, os quais foram
seccionados em camadas sucessivas, da regido cortical em direcdo ao centro do lenho, até a
identificagdo de galerias calcarizadas caracteristicas daatividade perfuradora desses bivalves.
A extragdo dos organismos foi realizada cuidadosamente com auxilio de pinga estéril, visando
preservar a integridade dos tecidos e minimizar a contaminacéo externa, conforme abordagens
classicas adotadas em estudos com Teredinidae (Trindade-Silva et al. 2009; Brito et al. 2018).

Apobs a extracdo, os individuos foram transferidos para placas de Petri previamente
higienizadas, lacradas e acondicionadas em recipientes isotérmicos sob refrigeracdo até o
processamento laboratorial. No laboratério, os fragmentos de madeira associados aos
organismos foram completamente removidos antes da dissecacdo, procedimento amplamente
recomendado para evitar interferéncias da microbiota exdgena presente no substrato lenhoso
(Brito et al. 2018; Altamia et al. 2020).

Os tecidos viscerais foram entdo submetidos a maceragdo mecanica, realizada em
temperatura ambiente de 26°C & 30°C, utilizando almofariz e pistilo previamente higienizados
e autoclavados. Todo o procedimento foi realizado em uma cabine de seguranca biolégica
Classe 11, garantindo um ambiente com baixo risco de contaminagdo (Figura 20).

Diferentemente de protocolos descritos na literatura que empregam maceragdo
criogénica com nitrogénio liquido para preservacao de acidos nucleicos e ruptura celular mais
agressiva, como observado em andlises gendmicas e metagenémicas da microbiota simbidtica
(Yang et al. 2009; Altamia et al. 2020), neste estudo optou-se por uma adaptacdo metodoldgica
sem 0 uso de nitrogénio liquido. Essa escolha visou preservar a viabilidade microbiana para

analises funcionais subsequentes, mantendo coeréncia com abordagens voltadas ao isolamento
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e caracterizacdo de microrganismos cultivaveis associadas aos Teredinidae (Trindade-Silva et
al. 2009; Brito et al. 2018). O material macerado foi posteriormente destinado as etapas de
enriguecimento, isolamento e caracterizacdo microbioldgica, conforme o0s objetivos

experimentais estabelecidos.

Figura 20 — Preparo para o processamento do molusco.

g = o S 2
A. Visualizacdo do espécime intacto apdscoleta. B. Realizacdo da assepsia externaem ambiente de biosseguranca.
C. Disseccdo do tecido visceral. D. Fragmentacdo e maceragdo dos tecidos viscerais com almofariz e pistilo.
Fonte: Autor (2025)

Para o cultivo microbiano e os testes de coloracdo, foram empregados os seguintes
meios de cultura e reagentes: meio Caldo A1 (MEIO Al — Caldo, Fr. 500 g, Biolégica®), meio
Agar Nutriente (Bioldgica®) e o antifungico Cicloheximida (Actidione) PUREX 1 g, utilizado
para inibir o crescimento de fungos durante o isolamento bacteriano (Trindade-Silva et al. 2009;
Brito et al. 2018).
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As amostras bacterianas foram cultivadas em placas de Petri de 90 x 20 mm, contendo
aproximadamente 20 mL de meio Agar Nutriente. Adicionalmente, os cultivos em meio liquido
foram incubados em incubadora orbital (shaker) a 30 °C e 150 rpm, durante o periodo de
crescimento bacteriano.

Tambem foi utilizado 0 azul de metileno a 1% (1 g decloreto de metiltioninio dissolvido
em 100 mL de &gua destilada) e o kit para coloracdo de Gram (Conjunto para Coloracdo de

Gram CX 4 un x 500 mL, Interlab®), aplicado nas analises morfotintoriais das cepas.

3.4 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A deteccdo qualitativa dos acucares redutores provenientes da hidrolise enzimatica foi
realizada por cromatografia em camada delgada (CCD), de acordo com o protocolo adaptado
de Adolfo Lutz (1985) Ogeda (2011) e Cordeiro (2016). Utilizaram-se placas cromatograficas
desilica gel 60 F254 (Merck®), cortadas em dimensdes de 10x10cm e ativadas em estufaa 105
°C por 30 min antes da aplicacdo das amostras (Instituto Adolfo Lutz, 1985; Ogeda, 2011,
Cordeiro, 2016).

A fase mdvel foi composta por n-butanol: acido acético: agua (2:1:1, viviv). ApdGs o
desenvolvimento, as placas foram secas em capela de exaustdo e submetidas a revelacdo com
solucdo de anilina—ftalato, seguida de aquecimento a 110 °C por 10 min, para evidenciar as
manchas correspondentes aos agucares redutores (Instituto Adolfo Lutz, 1985; Ogeda, 2011).

Foram utilizados como padrdes de referéncia forma a Celobiose-D (PUREX 25 g,
codigo C05733RA, EXODO), Glicose anidra (Dextrose) PA (Fr. 500 g, DINAMICA), Xilose
D-purissima (Fr. 100 g, DINAMICA) e Arabinose L(+) (PUREX Fr. 25 g, codigo A06274RA,
EXODO).

Os valores de distancia percorrida (D) e fator de retengdo (R,) foram calculados para
cada padrdo e amostra, possibilitando a comparacdo direta dos perfis cromatogréficos e a
identificacdo dos monossacarideos liberados durante a hidrolise (Instituto Adolfo Lutz, 1985;
Ogeda, 2011; Cordeiro, 2016).

3.5 Extracdo de DNA Gendmico Bacteriano

A extracdo do DNA gendmico das cepas bacterianas isoladas (BRR_42 e BRR_44) foi

realizada a partir de culturas puras cultivadas em meio Agar Nutriente a 30 °C por 24 h. Uma
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colonia isolada foi transferida para microtubos estéreis contendo 500 pL de tampéo TE (Tris-
HCI 10 mM; EDTA 1mM, pH 8,0) e submetida a lise celular por aquecimento a 95 °C por 10
min (de Boer et al. 2010; Wydro; Burbach; Schmid; Tebbe, 2016; Bien; Malinowska, 2022).

Apbs centrifugacdo a 10.000 rpm por 5 min, o sobrenadante contendo o DNA foi
transferido para um novo microtubo e armazenado a —20 °C até o momento do uso. A pureza e
a concentracdo do DNA foram avaliadas por espectrofotometria (260/280 nm) em microplaca
NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific®) (Boer et al. 2010; Wydro; Burbach; Schmid; Tebbe,
2016; Bien; Malinowska, 2022).

Em algumas amostras, nas quais o protocolo inicial ndo resultou em DNA com
concentracdo ou pureza adequadas, aplicou-se o protocolo de extragdo por fenol-cloroférmio,
com adicdo detampdo delise (Tris-HCI 50 mM; SDS 1 %; EDTA 25 mM), seguido de extracéo
sequencial com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e precipitagdo com etanol
absoluto (Fujiyoshi; Muto-Fujita; Maruyama, 2020).

O processo de extracdo do DNA foi realizado no Laboratorio de Recursos Genéticos
(LARGEN) da Universidade Federal do Ceard (UFC), sob orientacdo da Profé Dr® Denise
Cavalcante Hissa. As andlises moleculares foram realizadas por empresa especializada (BPI
Biotecnologia). Em algumas amostras, como a BRR_42, observaram-se perfis de sobreposicéo
nos resultados, o que motivou a repeticdo das analises, conforme critérios técnicos adotados

para assegurar a confiabilidade dos dados.

3.6 Amplificacdo do Gene 16S rRNA

A amplificagdo daregido do gene 16S rRNA foi realizada no LARGEN-UFC por meio
dareacdo em cadeia dapolimerase (PCR), utilizando o termociclador Veriti® 96-Well (Applied
Biosystems). Foram empregados 0s primers universais 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3")e 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'), os quais
foram desenhados a partir de regides altamente conservadas do gene 16S rRNA bacteriano,
permitindo a amplificacdo de aproximadamente 1.500 pb do gene. Esses primers sao
amplamente utilizados em estudos de identificagdo taxonémica e caracterizagdo de microbiotas
simbioticas, incluindo trabalhos com bivalves perfuradores de madeira, por sua elevada
cobertura taxondmica e confiabilidade (Trindade-Silva et al. 2009; Brito et al. 2018; Altamia
et al. 2020; Boer et al. 2010; Wydro; Burbach; Schmid; Tebbe, 2016; Fujiyoshi; Muto-Fujita;
Maruyama, 2020).
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As reacdes foram preparadas em volume final de 25 pL, contendo, 12,5 puL de Master
Mix 2x (Thermo Fisher Scientific®),1 pL de cada primer (10 uM), 2 uL de DNA gendmico
(10-50 ng), 8,5 uL de agua livre de nucleases. O programa de amplificacdo consistiu em
desnaturagéo inicial: 95 °C por 5 min com 35 ciclos de desnaturacdo: 95 °C por 30 s,
anelamento: 55 °C por 30 s, extensao: 72 °C por 1 min e extensdo final: 72 °C por 7 min (Walker
et al. 2015; Fujiyoshi; Muto-Fujita; Maruyama, 2020; Strader, Betz, 2021).

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5 % (m/v),
em tampdo TAE 1x, corados com GelRed® (Biotium®) e visualizados sob luz UV em
transiluminador. O marcador de peso molecular utilizado foi o DNA Ladderde 1 kb (Thermo
Fisher Scientific®) (de Boer et al. 2010; Wydro; Burbach; Schmid; Tebbe, 2016; Bien;
Malinowska, 2022).

Os fragmentos amplificados (~1.500 pb) foram posteriormente purificados utilizando o
Kit ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup (Applied Biosystems), conforme protocolo do
fabricante, para remocdo de primers e nucleotideos residuais (Vishnivetskaya et al. 2014;

Fujiyoshi; Muto-Fujita; Maruyama, 2020).

3.7 Sequenciamento e Analise Molecular

O protocolo aplicado foi 0 BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems), seguido de precipitacdo por etanol/EDTA/acetato de sodio conforme instrucées
do fabricante. O sequenciamento automatico foi conduzido por eletroforese capilar no
equipamento ABI 3730xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

As amostras de PCR foram previamente avaliadas em gel de agarose 2 %, coradas com
GelRed® e visualizadas sob luz ultravioleta. A andlise dos eletroferogramas foi realizada
utilizando os softwares Chromas Lite e Geneious 4.8.3, para inspecéo de qualidade e edicdo das
sequéncias.

As amostras sequenciadas (BRR_42_ok e BRR_44 ok) apresentaram similaridade de
100 % com espécies dos géneros Bacillus e Lysinibacillus, conforme relatado nos resultados
obtidos e confirmados no LARGEN - UFC.

3.8 Sequenciamento Sanger e Analise Bioinformatica
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O sequenciamento Sanger das amostras bacterianas purificadas foi realizado pela
empresa BPI Biotecnologia (Sdo Paulo—SP), sob supervisdo técnica de Gabriela Zonta (vide
anexo de e-mail institucional). As reacdes de sequenciamento foram conduzidas utilizando o
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems), de acordo com as
recomendacdes do fabricante, empregando os primers universais 27F e 1492R, amplamente
utilizados para a amplificagdo do gene do RNA ribossomal 16S.

Apobs as reacBes de sequenciamento, os produtos foram submetidos a etapa de
precipitacdo utilizando etanol, EDTA e acetato de sodio, com o objetivo de remover
nucleotideos ndo incorporados e sais residuais. Em seguida, as amostras purificadas foram
analisadas por eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI 3730xI Genetic Analyzer
(Applied Biosystems), gerando os cromatogramas correspondentes as sequéncias obtidas.

As sequéncias brutas foram avaliadas quanto a qualidade e editadas manualmente
utilizando os softwares Chromas Lite (Technelysium Pty Ltd) e Geneious versdo 4.8.3
(Biomatters Ltd), com remocao de regides de baixa qualidade e verificagdo de ambiguidades.
Posteriormente, as sequéncias editadas foram alinhadas e submetidas a ferramenta BLASTn
(National Center for Biotechnology Information — NCBI), sendo comparadas com o banco de
dados nt (nucleotide collection) do GenBank para fins de identificagdo taxondmica.

Para a atribuicdo taxondmica, foram adotadoscomo critérios uma identidade minima de
97% entre a sequéncia consulta e as sequéncias depositadas no banco de dados, E-value igual
a 0.0 e elevada cobertura do alinhamento. Resultados que apresentaram 100% de identidade e
cobertura foram considerados altamente confidveis para a identificagdo em nivel de espécie.

Com base nesses critérios, as sequéncias analisadas apresentaram 100% de similaridade
com espécies pertencentes aos géneros Bacillus e Lysinibacillus, confirmando e corroborando

as identificacdes morfoldgicas e bioquimicas preliminares realizadas anteriormente.

3.8 Andlises Microscopicas

As andlises morfoldgicas das colonias bacterianas isoladas foram realizadas por
microscopia 6ptica de luz transmitida e por microscopia eletrénica de varredura (MEV), em
infraestrutura dos laboratérios do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Ceara
(IFCE) — Campus Maracanau e da Universidade Federal do Ceara (UFC), respectivamente
(Vieira, Silva, Rocha, 2021).
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A microscopia optica foi conduzida no Laboratorio de Quimica Analitica e
Microbiologia Ambiental (LAQAMB/IFCE), utilizando laminas preparadas com coloragdo de
azul de metileno a 1 %, observadas em aumento de até 1.000x, para avaliacdo da morfologia e
distribuicdo celular das cepas bacterianas (Bozzola e Russell, 2009).

As analises em microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram realizadas no
equipamento Inspect S50 — FEI, com resolugdo nominal de 3 nm, operando em modos de alto
e baixo vacuo, e acoplado a sistema de analise quimica semiquantitativa (EDS, AZtec®), com
possibilidade de litografia por feixe de elétrons. As micrografias foram obtidas na Central
Analitica da Universidade Federal do Ceara (UFC), infraestrutura multiusuaria vinculada ao
Departamento de Fisica, com suporte técnico da equipe de Microscopia Eletrbnica (Vieira,
Silva, Rocha, 2021; Santos et al. 2022; Lima et al. 2024).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A presente secdo apresenta e discute, de forma integrada, os resultados obtidos ao longo
das etapas experimentais, abrangendo a identificacdo taxonémica do molusco hospedeiro, 0
isolamento e caracterizacdo microbiologica de sua microbiota simbidtica, bem como a analise
bioquimica qualitativa associada a degradacéo lignocelulésica. O conjunto dosdadosfoi tratado
de modo a evidenciar a relagdo funcional entre o sistema biolégico do bivalve xil6fago
Neoteredo reynei (Bartsch, 1920) e o potencial biotecnol6gico dos microrganismos simbiontes
associados ao seu trato digestivo.

De modo geral, os resultados demonstram que o molusco coletado em ambiente de
manguezal na regido da Sabiaguaba (Fortaleza—CE) pertence a familia Teredinidae, grupo de
bivalves altamente especializados na perfuracdo e assimilacio de madeira submersa. A
confirmacgdo morfoldgica e anatdmica do hospedeiro como Neoteredo reynei estabeleceu a base
para as etapas subsequentes, permitindo interpretar de forma coerente a composi¢do microbiana
isolada. Essa identificacdo é particularmente relevante porque a espécie apresenta associacdo
simbidtica bem documentada com bactérias celuloliticas e hemiceluloliticas, frequentemente
envolvidas em processos naturais de degradacéo de substratos lignificados.

A caracterizacdo taxondmica do hospedeiro, portanto, ndo se limita a determinacéo da
espécie, mas constitui elemento essencial para contextualizar os resultados microbioldgicos e
bioguimicos obtidos, uma vez que a simbiose funcional entre os teredinideos e seus
microrganismos internos fornece o ambiente fisioldgico propicio ao processo de digestdo da

madeira — caracteristica central para o potencial biotecnoldgico investigado nesta pesquisa.

4.1. Identificacdo taxonémica do molusco hospedeiro (Neoteredo reynei)

Os espécimes analisados foram obtidos a partir de troncos lenhosos submersos em area
de manguezal, onde se observaram extensas galerias lineares revestidas por depdsitos calcérios
— estrutura tipica dos bivalves da familia Teredinidae. Apds a extracdo dos organismos, a
avaliacdo morfoldgica revelou espécimes alongados e vermiformes, de coloracdo bege rosada,
com comprimento aproximado de 30-35 cm, caracteristicas compativeis com organismos
xiléfagos adaptados a perfuracdo de madeira.

A extremidade anterior apresentou valvas reduzidas, globosas e espessas, com

ornamentacfes denticuladas na regido umbonal, utilizadas na escavacdo do substrato. Na
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extremidade posterior, registraram-se paletas calcarias espatuliformes, sdlidas e néo
segmentadas, além de lapelas dorsais carnosas. Esses caracteres sdo diagnosticos para
Neoteredo reynei (Bartsch, 1920), conforme descri¢des classicas de Muller e Lana (1986) e De-
Carli e Manzi-De-Carli (2012), permitindo a identificacdo inequivoca da espécie.

A presenca de sifées unidos e pigmentados, tubos calcarios espessos e de coloracéo
branca opaca, além de galerias escavadas paralelamente as fibras lenhosas, reforca a
correspondéncia com as descri¢des originais de Turner (1966) e Muller e Lana (1986). Esses
atributos distinguem N. reynei de outros géneros simpatricos, como Bankia, Lyrodus e
Nausitora, os quais apresentam diferencas marcantes na morfologia das paletas, no formato das

valvas e na auséncia de lapelas dorsais (Vidal; Rocha-Barreira, 2009).

Figura 21 — Identificacdo das estruturas morfolégicas para identificacdo taxonémica.

Valvas da concha

Paleta calcaria

Tubos calcérios Valvulas da concha
os caldficados > :

(A) Espécime completo, mostrando corpo vermiforme e manto translicido. (B) Tubos calcarios secretados pelo
manto, aderidos ao substrato lenhoso. (pc.1-pc.2) Paletas calcarias espatuliformes, sélidas e ndo segmentadas.
(vc.1-vc.2) Valvulas da concha, pequenas e globosas, restritas a extremidade anterior.

Fonte: Autor (2025).

Na figura 21, imagem (A), observa-se um individuo alongado, cilindrico e revestido por
um manto espesso e translicido — conformacao tipica de Teredinidae. Conforme De-Carli e
Manzi-De-Carli (2012), o corpo alongado e o manto continuo sdo marcantes em N. reynei,

enquanto as valvas globosas na regido anterior se restringem a poucos centimetros da
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extremidade cefalica. Os individuos podem apresentar corpo e tubo calcario com mais de 30
cm, faixa compativel com os espécimes analisados.

As ampliacbes vc.1 e vc.2 destacam as valvulas equivalves, espessas e ornamentadas
com denticulos rigidos, conformagdo essencial para a perfuragdo da madeira. Essa
ornamentacéo, especialmente os denticulos umbonais, constitui um dos critérios diagnosticos
que diferenciam N. reynei de espécies dos géneros Bankia e Lyrodus, que possuem valvas
menos robustas e ornamentacdes distintas (Muller; Lana, 1986; De-Carli; Manzi-De-Carli,
2012).

Nas imagens pc.1 e pc.2, as paletas calcarias (“paletas sifonais) apresentam formato
espatuliforme, lamina Unica e ndo segmentada, face externa convexa e depressdo distal,
recobertas parcialmente por um periostraco marrom-escuro. Essa estrutura, exclusiva de
Neoteredo, segue precisamente o padrao ilustrado por Turner (1966) e Miller e Lana (1986),
distinguindo-se das paletas segmentadas ou cOnicas de géneros como Nausitora, Bankia e
Lyrodus.

Na regido posterior, as lapelas dorsais carnosas sao claramente visiveis. Tais dobras do
manto constituem caracteres autapomdrficos associados a Neoteredo e tém alto valor
diagndstico, uma vez que ndo sao observadas em Teredo, Lyrodus ou Bankia (Turner, 1966;
De-Carli, 2013).

A imagem (B) revela tubos calcarios continuos, com 10 a 12 cm de extensao, altamente
aderidos ao substrato. A espessura e coloracdo branca opaca desses tubos séo compativeis com

o0 padrdo morfoldgico descrito para N. reynei e reforcam o diagnostico taxonémico.

Tabela 1 - Diagndstico conclusivo

Caractere diagnostico Condicao observada Referéncia
Corpo alongado e vermiforme Presente De-Carli e Manzi-De-Carli (2012)
Valvas globosas restritas a porgdo anterior Presente Miller & Lana (1986)
Paletas calcarias espatuliformes, n&o Presente Miller & Lana (1986); Vidal e Rocha-Barreira
segmentadas, com depresséo distal (2009)
Lapelas dorsais carnosas no manto posterior Presente De-Carli (2013)
Tubos calcarios espessos e brancos Presente Turner (1966); De-Carli e Manzi-De-Carli (2012)
Sifes unidos e pigmentados Indicado visualmente Miiller e Lana (1986)

Fonte: Autor (2025)

Com base no conjunto robusto de caracteres anatémicos observados — incluindo
morfologia das valvas, formato das paletas, lapelas dorsais e conformacdo dos tubos calcarios
— e na comparagdo com chaves taxonémicas classicas (Muller; Lana, 1986; Turner, 1966),

confirma-se de forma conclusiva que os espécimes analisados pertencem a espécie Neoteredo
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reynei (Bartsch, 1920). Essa identificacdo fundamentaas etapas seguintes dapresente pesquisa,
uma vez que essa espécie € reconhecidamente associada a microbiotas simbio6ticas com elevado

potencial lignocelulolitico.
4.2. Processamento das amostras

A analise do material visceral obtido dosespécimes revelou um contetdo interno denso,
escuro e homogéneo, compativel com a regido intestinal onde se concentra a microbiota
simbiotica caracteristica de Neoteredo reynei. A remogdo das estruturas anteriores permitiu o
acesso direto a fracdo visceral, que se apresentou rica em material organico parcialmente
digerido e intensamente colonizado por microrganismos, conforme também reportado em
estudos previamente conduzidos com teredinideos (Trindade-Silva et al. 2009).

A porcdo visceral apresentou textura uniforme e elevada umidade, favorecendo a
liberacdo decélulas microbianas durante o processamento. Esse padrao é consistente com o que
se conhece sobre o ambiente intestinal de N. reynei, no qual predominam comunidades
bacterianas envolvidas na degradacdo de componentes lignoceluldsicos presentes na madeira
submersa. Esses microrganismos simbiontes tém sido amplamente descritos como essenciais
para 0 metabolismo xiléfago do animal e para a digestdo de polissacarideos vegetais (et al.
2018; Brito, 2018).

A fragmentacdo da massa visceral resultou em uma suspensdo rica em células
bacterianas, evidenciando alta densidade populacional no interior do trato digestivo. Essa
observacao reforca a compreensdo de que a cavidade visceral dos teredinideos funciona como
um microambiente altamente especializado, estruturado para abrigar consércios microbianos
metabolicamente ativos e adaptados a decomposicdo de madeira — caracteristica ja
demonstrada em linhagens como Teredinibacter turnerae (Trindade-Silva et al. 2009).

O material processado apresentou integridade e homogeneidade suficientes para
subsidiar tanto o isolamento microbiano em meio de cultura quanto a extracdo de DNA
gendmico. Essa qualidade do material biol6gico foi determinante para a obtencéo dosresultados
robustos apresentados nas se¢Oes subsequentes, permitindo revelar a diversidade microbiana
associada ao sistema digestivo de N. reynei e sustentando as analises microbioldgicas e

moleculares discutidas neste capitulo.

4.3 Cultivo microbioldgico e enriquecimento em biomassa lignoceluldsica
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O processo de selecdo inicial da microbiota simbidtica iniciou-se com o primeiro
plagueamento de 20 placas em meio seletivo semissélido, etapa que permitiu a visualizagdo
direta das col6nias microbianas oriundas do conteudo visceral de Neoteredo reynei (Figura 22).
Nesse primeiro cultivo, observou-se crescimento microbiano intenso, acompanhado por
ocorréncia pontual de estruturas fungicas, indicando que a comunidade bacteriana presente era
metabolicamente ativa e adaptada ao substrato de origem. A partir das replicagdes
subsequentes, foram obtidas coldnias devidamente isoladas, sem sinais de contaminacao
fungica, demonstrando a eficiéncia do processo de selecdo e purificacdo. As coldnias isoladas
das 20 placas cultivadas apresentaram morfologias distintas, sugerindo diversidade microbiana
compativel com o que é relatado para simbiontes de Teredinidae, notadamente bactérias com
potencial celulolitico e hemicelulolitico (Trindade-Silva et al. 2009; Ghio et al. 2012; Brito et
al. 2018). Considerando que esta etapa do estudo teve carater exploratério e qualitativo, voltado
ao isolamento e a triagem funcional de microrganismos com potencial de degradacéo
lignocelulésica, ndo foi aplicada analise estatistica, uma vez que ndo houve comparacao

quantitativa entre tratamentos ou variaveis numéricas passiveis de inferéncia estatistica.

Figura 22 — Crescimento das coldnias bacterianas em placas de petri.

= e,
A. Primeiro plaqueamento das amostras, mostrando atividade microbiol6gica, a seta aponta para possivel contaminagéo
fungica. B. Detalhamento do crescimento microbiano, sem contaminagdo flngica, em meio seletivo com caracteristicas
interessantes indicado pelas setas.
Fonte: Autor (2025).

Na figura 23, as colbnias bacterianas isoladas apresentaram ampla diversidade

morfoldgica, com variacdes quanto a forma, tamanho, elevagdo, superficie e coloracéo,
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predominando colonias circulares a irregulares, de coloracdo branco-creme a amarelada, com
margens inteiras a onduladas. Esse padrdo € compativel com o observado em estudos prévios
de isolamento de bactérias associadas a bivalves perfuradores de madeira, nos quais a
diversidade morfoldgica inicial reflete a complexidade da microbiota cultivavel associada aos
Teredinidae (Trindade-Silva et al. 2009; Brito et al. 2018; Altamia et al. 2020).

Somente apds essa etapa de isolamento priméario foi conduzido o enriquecimento em
meio liquido contendo bagaco de cana-de-actcar como fonte primaria de carbono (Figura 23).
Nesse sistema, observou-se aumento progressivo da turbidez, formacéo de agregados celulares
e forte aderéncia dos microrganismos as fibras lignocelulésicas, indicando metabolismo ativo
e capacidade de utilizagdo dosubstrato vegetal. A persisténcia de atividade microbiana ao longo
do periodo de incubacdo — inclusive apos meses — reforcga a elevada adaptacao das linhagens
simbidticas ao consumo de biomassa lenhosa, caracteristica reconhecida em diversas

comunidades microbianas derivadas de teredinideos (Trindade-Silva et al. 2009; Brito, 2018;).

Figura 23 — Amostras em meio liquido incubadas em shake.
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A. Amostra a incubadora shake de bancada em atividade. B. Amostras com crescimento bacteriano em meio
seletivo.
Fonte: Autor (2025).

As colbnias bacterianas isoladas apresentaram ampla diversidade morfologica. A partir
dessas caracteristicas morfoldgicas de interesse, colbnias representativas foram selecionadas e

submetidas a repicagens sucessivas até a obtencdo de culturas consideradas puras com
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predominancia de colbnias de bordas circulares, de coloracdo branco-creme, e colbnias de
bordas irregulares, de coloragdo amarelo-alaranjada (Trindade-Silva et al. 2009; Brito, 2018;
Altamia et al. 2020).

Figura 24 — Replicacdo das coldnias com morfologia distintas.

Repicagem de colbnias bacterianas com morfologias distintas, evidenciando varia¢fes de forma, tamanho e
coloracdoapds cultivo em meio sélido. (A) Coldnias predominantemente circulares, de coloracdo branco -creme.
(B) Colénias com bordas irregulares e coloragdo amarelo-alaranjada.

Fonte: Autor (2025).

As linhagens isoladas foram entdo denominadas de acordo com um padréo interno de
identificacdo, sendo codificadas como BRR_ (sigla correspondente a Bacteria Replicacdo de
Replicacdo), seguida de um ndmero indicativo da etapa de replicagdo. As colnias assim
isoladas apresentaram perfis morfologicos compativeis com géneros bacterianos
frequentemente relatados como simbiontes de Teredinidae, como Bacillus, Lysinibacillus e
microrganismos filiados a familia Cellvibrionaceae, grupos amplamente reconhecidos pela
elevada atividade hidrolitica sobre polimeros vegetais (Brito et al. 2018; Rios-Alvarado et al.
2024).

Dentre os isolados, duas linhagens mostraram destaque: BRR_42 e BRR_44 (Figura
25). A cepa BRR_42 exibiu coloracdo branco-amarelada, aspecto opaco e crescimento
expansivo, enquanto a cepa BRR_44 apresentou coloracdo amarelo-alaranjada, brilho intenso
e formacdo de colbnias arredondadas. Essas diferencas sugerem diversidade funcional e

metabdlica dentro da microbiota simbidtica, indicando que multiplas linhagens podem atuar de
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forma complementar na degradacgéo da biomassa vegetal — fendmeno amplamente relatadoem

sistemas lignoceluloliticos naturais.

Figura 25 — Crescimento e caracterizagdo morfoldgica preliminar das Cepas BRR_42 e
BRR_44

- —
A. Crescimento de colonias bacterianasisoladasem meio semissélido, oriundasda microbiota visceraldo molusco

Neoteredo reynei,com destaque para morfologia opacae colora¢dobranco-amarelada da cepa BRR_42. B. Cultivo
da cepa BRR_44 em meio liquido contendo bagaco de cana-de-aclcar autoclavado como fonte primaria de
carbono, evidenciando crescimento com coloragdo amarelo-alaranjada.

Fonte: Autor (2025)

A analise microscopica das amostras incubadas em meio liquido evidenciou, apds 72
horas, a formagdo de aglomerados microbianos associados as fibras de cana-de-agUcar.
Notavelmente, mesmo ap6s seis meses, a atividade microbiana manteve-se estavel, com
persisténcia de células aderidas ao substrato vegetal, sugerindo forte adaptacdo ao uso da
biomassa como fonte primaria de carbono. Esse comportamento reforca a hipotese de que a
microbiota simbidtica de N. reynei possui elevada capacidade de persisténcia e eficiéncia no
processamento de material lignificado, caracteristica chave para aplicacbes biotecnologicas
(Brito, 2018; Trindade-Silva et al. 2009).

O conjunto desses resultados — aumento da densidade celular, formagédo de consorcios
microbianos, isolamento de coldnias com caracteristicas distintas e persisténcia prolongada em
substrato lignocelulésico — evidencia que o sistema simbidtico investigado apresenta robusto
potencial para a prospeccdo de enzimas hidroliticas de interesse industrial. A selecdo de

BRR_42 e BRR_44 como linhagens-modelo para analises posteriores se justifica pela nitidez
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de suas morfologias, estabilidade de crescimento e aparente capacidade lignocelulolitica,
corroborando 0s achados classicos sobre o papel biotecnolégico de bactérias associadas a

teredinideos.
4.4. Analise microscopica Optica das amostras

Apo6s o tempo de incubacéo, os erlenmeyer de 250ml forma submetidos a uma andlise
de microscopia optica a fim de visualizar a atividade microbiana positiva, na figura 26 (A),
revela fragmentos estruturais da biomassa vegetal, possivelmente derivados do bagaco ou fibra

de cana-de-acUcar, corados com azul de metileno.

Figura 26 — Crescimento das colonias bacterianas em placa de petri e em erlenmeyer.

A. Fragmentosda parede celularde bagago de cana-de-aglcar corados com azulde metileno 1%. As fibras vegetais
mostram-se parcialmente desestruturadas, evidenciando regides de celulose compactas. Microscopia 6ptica com
aumento de 40x. B. Microrganismos com morfologia bacilarisolados a partir da microbiota de Neoteredo reynei,
coradoscom azulde metileno. Observa-se distribui¢do irregular de bastonetescom aproximadamente 2 —4 um de
comprimento. Microscopia éptica com imersdo em 6leo, aumento total de 1000x.

Fonte: Autor (2025).

Observa-se uma rede densa de estruturas alongadas e irregulares, com textura
filamentosa e presenca de cavidades, compativel com paredes celulares vegetais parcialmente
desagregadas. Na figura 26 (B), observa-se um campo microscépico contendo numerosas
bactérias com morfologia de bastonetes (bacilos), coradas com azul de metileno. As células
apresentam-se isoladas, em pares ou agrupamentos, distribuidas deforma irregular pelo campo.

A coloracédo azul evidencia o contorno celular e permite distinguir os bacilos do fundo.
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A coloracdo azul acentuada permite identificar regides mais densas (provavelmente
celulose cristalina) e outras com aspecto mais amorfo, sugerindo inicio de degradacdo. As
estruturas visiveis variam de 20 um a mais de 100 um de comprimento, indicando particulas
macroscopicas da biomassa residual apos pré-tratamento ou hidrélise (Bozzola e Russell,
2009).

A morfologia bacilar sugere a presenca de bactérias Gram-negativas ou Gram-positivas
ndo esporuladas, com comprimento estimado entre 2—4 um e largura de aproximadamente 0,5
um. Essas dimensfes sdo compativeis com microrganismos dos géneros Bacillus,
Lysinibacillus, Enterobacter ou Pseudomonas, dependendo do ambiente e da origem da

amostra.
4.5. Analises morfoldgicas por eletronica de varredura (MEV)

As andlises morfoldgicas preliminares realizadas por microscopia Optica revelaram
estruturas bacterianas com morfologia bacilar bem definida, distribuidas de forma isolada ou
organizadas em pequenos arranjos lineares, apresentando dimensdes médias entre 2 e 4 um. A
coloracdo com azul de metileno permitiu observar citoplasma homogéneo, paredes celulares
regulares e auséncia de estruturas fungicas, reforgcando a pureza dos cultivos bacterianos
isolados do trato digestivo de Neoteredo reynei. Essa nitidez morfoldgica é compativel com o
padrdo descrito por Bozzola e Russell (2009) para bactérias de parede celular espessa, tipico de
organismos Gram-positivos frequentemente associados a degradacéo de substratos lignificados.

A distribui¢do das celulas, predominantemente individual, com formacéo ocasional de
curtos arranjos lineares, sugere versatilidade fisiolégica e potencial para formacdo de
microagrupamentos aderidos ao substrato. Essa caracteristica € amplamente relatada em
microrganismos hidroliticos que colonizam superficies lignocelulésicas, uma vez que tais
agrupamentos favorecem a secrecdo localizada de enzimas e o0 estabelecimento de
microambientes propicios a degradacdo da biomassa vegetal (Bozzola; Russell, 2009).

A caracterizacdo estrutural foi aprofundada por meio de microscopia eletronica de
varredura (MEV), permitindo avaliar com maior precisdo as interacfes entre as bactérias
isoladas e as fibras lignocelulésicas. As micrografias revelaram modificagdes marcantes na
superficie das fibras de cana-de-aglcar submetidas a a¢do microbiana, incluindo fissuras
longitudinais, zonas de erosdo, aumento da porosidade e perdada integridade estrutural. Esses

padrées morfoldgicos constituem indicadores classicos de atividade hidrolitica exercida por
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enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas, conforme descrito em estudos recentes sobre
biodegradacéao vegetal (Golding et al. 2016; Haddad et al. 2022; Malyshev et al. 2024).

As alteracdes estruturais observadas nas fibras tratadas sugerem gque 0s microrganismos
isolados atuam de forma seletiva sobre diferentes componentes da matriz vegetal, removendo,
preferencialmente, fracbes amorfas, como hemicelulose, e expondo regides internas da celulose
cristalina. Esse padrdo de degradacdo € frequentemente associado & acdo sinérgica de
comunidades microbianas adaptadas ao processamento de substratos lenhosos, como as
encontradas em moluscos xil6fagos (Golding et al. 2016; Malyshev et al. 2024).

Em conjunto, as evidéncias obtidas por microscopia éptica e MEV demonstram que as
cepas isoladas do trato digestivo de N. reynei apresentam forte potencial lignocelulolitico,
confirmado tanto pelas caracteristicas morfoldgicas celulares quanto pelas alteracbes
significativas promovidas na estrutura da biomassa vegetal. Esses resultados reforcam o papel
central da microbiota simbidtica na degradacdo de madeira e apontam para sua relevancia em

processos biotecnoldgicos de conversdo de residuos lignocelulésicos.

Figura 27 — Alteracdes morfologicas em fibras de cana-de-agUcar sob degradacdo bacteriana.
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Fonte: Autor (2025).
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As imagens apresentadas na figura 27 evidenciam diferencas nitidas entre as fibras
controle (A e B) e as fibras tratadas com as linhagens bacterianas BRR_42 (Bacillus ssp.) e
BRR_44 (Lysinibacillus ssp.) (C e D). As fibras controles exibem superficie continua e
compacta, compativel com celulose e hemicelulose ndo degradadas. J& as amostras tratadas
mostram desagregacao celular, microfissuras e erosdes profundas, acompanhadas de aumento
da porosidade. Essas caracteristicas indicam acdo enzimética direcionada a degradagdo da
parede celular lignoceluldsica, incluindo possivel remogéo seletiva de fracdes amorfas, como
hemicelulose e pectinas (Rubin, 2008; Fu et al. 2024). Tais modificagdes estruturais
corroboram o potencial lignocelulolitico das cepas isoladas, conforme sugerido anteriormente

pelas andlises de crescimento em biomassa vegetal.

Figura 28 — Morfologia de Lysinibacillus ssp. observada por MEV

8/26/2025 | mag O1 v HAW [ mode | det [ ~ ————50ym ———
11:13:53 AM 2000x | 10.00 kv 207 ym SE ETD UFC - Central Analitica - Quanta FEG

Fonte: Autor (2025).
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As micrografias de Lysinibacillus spp. mostram células alongadas, com extremidades
arredondadas, formando curtos filamentos. A figura 28 (A) de menor aumento evidencia
agregacao celular em matriz exopolissacaridica, padrdo compativel com formacéo de biofilme
— mecanismo associado a protecdo estrutural, fixagdo ao substrato e aumento da eficiéncia na
secrecdo de enzimas hidroliticas (Kluzik et al. 2023; Malyshev et al. 2024). Nos aumentos
maiores (C e D), observa-se superficie celular lisa e continua, tipica de bactérias Gram-
positivas, conforme descrito para 0 género (Lee et al. 2010). Esse conjunto de caracteristicas
sugere forte capacidade de adesdo as fibras vegetais, favorecendo processos de degradacao

localizada.

Figura 29 - Morfologia de Bacillus ssp. observada por MEV.

1

(A) Micrografia em menor aumento evidenciando a organizagdo geral das células bacterianas aderidas a superficie do substrato
(barra de escala = 20 um). (B) Ampliacdo da mesma regido apresentada em (A), permitindo a visualizagdo mais detalhada do
agrupamento celular e da morfologia bacilar (barra de escala = 5 um). (C) Micrografia em aumento intermediario destacando
a disposicdo tridimensional das células e a presenca de matriz extracelular associada (barra de escala = 5 pm). (D) Maior
ampliagdo evidenciando bacilos individuais, com contornos celulares bem definidos e superficie irregular, caracteristicas
compativeis com bactérias do género Bacillus (barra de escala = 4 um).

Fonte: Autor (2025).

As micrografias de Bacillus spp. (Figura 29) revelam células bacilares com dimensdes

médias de 2-3 um, organizadas em agregados compactos. A superficie celular apresenta



74

aspecto rugoso, possivelmente relacionado a presenca de exopolissacarideos e, em algumas
regiGes, a formacdo de estruturas compativeis com esporos em fase estacionaria (Gasser et al.
2024). Nos aumentos de detalhe (C e D), observa-se intensa atividade superficial, com indicios
de interacdo direta entre as células e a matriz lignoceluldsica, evidenciada por pontos de
desgaste, adesdo e microerosdo vegetal. Esse padrao é consistente com a secrecao localizada de
enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas, fenémeno amplamente reconhecido em linhagens do
género Bacillus envolvidas na degradacdo de biomassa vegetal (Fu et al. 2024; Kluzik et al.
2023; Rios-Alvarado et al. 2024).

4.6 ldentificacdo qualitativa

A analise foi conduzida por meio da técnica de cromatografia em camada delgada
(CCD), a qual permite a separacdo e identificacao preliminar de compostos com base em suas
diferencas de afinidade entre a fase estacionaria e a fase movel. A analise da placa revelada
possibilitou a comparacéo entre os valores de R, (Fator deretengdo) dos padrdes e dasmanchas
presentes nas amostras. Em geral, para a fase movel utilizada, aglcares de menor massa
molecular (monossacarideos) tendem a migrar mais rapidamente ao longo da placa
cromatografica, apresentando valores de Rmais elevados quando comparados a agucares de
maior complexidade estrutural, como dissacarideos (Instituto Adolfo Lutz, 1985; Nascimento,
2023).

A identificacdo dos compostos foi realizada por comparacdo visual dasmanchas obtidas
nas amostras com aquelas observadas nos padrdes aplicados, aliada ao calculo do valor de R;.
O R definido como arazdo entre a distancia percorrida pelo componente daamostra ou padréo
(D,) e a distancia total percorrida pela fase movel (D) na placa cromatografica, constituindo

um parametro caracteristico para cada composto sob condigdes experimentais especificas.

D

O calculo do R, segue a formula: ~ Ry=—+
Ds

Onde:
D = distancia percorrida pelo componente (mancha) a partir da linha de aplicagéo (em cm);
D= distancia percorrida pela frente do solvente desde a linha de aplicag&o até a frente do

solvente (em cm).
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Na pratica, mede-se com régua a linha de aplicacdo (marcada), a posi¢édo central da
mancha (D) e a posicéo da frente do solvente (D) — todos na mesma unidade — e entéo
divide-se D por D, para obter um numero adimensional entre 0 e 1. A identificagdo de um
composto ¢ feita pela comparagdo do R.da mancha da amostra com o Rrdo(s) padrdo(Ges)
submetidos a mesma corrida (Nascimento, 2023).

A fim deaferir a possibilidade de analise da CCD das amostras produzidas da inoculacéo
damicrobiota associada a molusco Teredinidae, foi proposto uma andlise preliminar, utilizando
padrBes de glicose, celebiose, xilose e arabinose com as amostras BR3 3 Destilada (Meio
liquido com &gua destilada) e ANG2 Mar (Meio liquido com &gua do mar).

Neste teste preliminar (Figura 30), foi notério, mesmo de forma mais sutil, o
aparecimento de marcagbes da placa de CCD, denotando-se a uma possivel quebra
lignoceluldsica proveniente das ages enzimaticas da microbiota associado ao trato intestinal
do molusco da familia Teredinidae. O resultado da CCD sugere que a acdo da microbiota
visceral do molusco sobre os glicidios da cana-de-agUcar resultou na possivel liberacdo de
glicose em ambas as amostras testadas. Com base nessa suposicao a deteccdo de glicose indica
que a microbiota possui atividade glicosidica (como B-glicosidases e/ou celulases) capaz de
quebrar dissacarideos (como celobiose ou sacarose) e/ou oligossacarideos maiores presentes no
material lignocelulésico, liberando o monossacarideo principal (da Silva et al. 2019;
Nascimento, 2023).

Figura 30 — Cromatografia em camada delgada.

~
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BR3 3 Destilada ANG2 Mar

Fonte: Autor (2025).
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A identificacdo dos produtos de hidrolise € realizada por meio da coincidéncia entre a
altura e a coloracdo (quando distinguivel) das manchas das amostras e dos padrdes, conforme
verificado na figura 31. Observa-se que, na faixa correspondente a amostra BR3 Destilada, ha
uma mancha visivel que coincide fortemente em altura (R;) com os padrdes de Xxilose e
arabinose, enquanto aamostra ANG2 Mar também exibe uma coincidéncia marcante com esses
acucares. Essa correspondéncia indica a ocorréncia de hidrdlise parcial da fragéo
hemicelul6sica da biomassa de cana-de-agucar, sugerindo a atuacao de enzimas como xilanases
e arabinofuranosidases secretadas por microrganismos endossimbiontes. Esses resultados séo
compativeis com observacBes anteriores em sistemas simbidticos de Teredinidae, nos quais
bactérias associadas apresentam repertorios geneticos robustos para degradacdo de
hemicelulose e celulose (Trindade-Silva et al. 2009; Ghio et al. 2012; Brito et al. 2018).

Entretanto, ndo se observa coincidéncia clara com os padrdes de celobiose, xilose ou
arabinose em determinadas amostras, 0 que sugere que, sob as condigdes do ensaio e tempo de
incubacdo empregados, a liberacio desses monossacarideos pode ter sido limitada. E plausivel
que a celobiose, se presente, tenha sido subsequentemente hidrolisada em glicose por acéo de
B-glicosidases, indicando uma hidrolise completa dos dissacarideos formados nas etapas
anteriores. Essa interpretacdo é consistente com estudos sobre cepas dos géneros Bacillus e
Lysinibacillus, frequentemente isoladas de ambientes lignocelulésicos e conhecidas pela alta
atividade B-glicosidéasica e celulolitica, desempenhando papel essencial na desconstrucao final
de oligossacarideos (Rios-Alvarado et al. 2024; Goncalves et al. 2024).

A etapa preliminar da cromatografia em camada delgada (CCD) revelou indicios da
liberacdo de acucares simples, notadamente glicose, evidenciando a atividade hidrolitica da
microbiota intestinal do molusco Teredinidae sobre o substrato lignocelul6sico da cana-de-
acucar. Esse resultado corrobora a hip6tese de que a comunidade microbiana simbiotica possui
enzimas adaptadas a degradacdo de polissacarideos vegetais, como endoglucanases, xilanases
e B-glicosidases, confirmando sua capacidade de converter fragcfes complexas da biomassa em
unidades fermentesciveis. A liberacdo de glicose reforca a funcionalidade metabolica da
microbiota, sugerindo uma via integrada de conversdo lignocelulolitica semelhante & observada
em Teredinibacter turnerae, espécie simbionte modelo amplamente estudada em bivalves
xil6fagos (Trindade-Silva et al. 2009; Brito et al. 2018; Gasser et al. 2024).

Com base nesses resultados iniciais, foi conduzidauma segunda analise cromatografica,
de caréter confirmatorio, com o objetivo de refinar a identificacdo dos produtos de degradacéo

e verificar a correspondéncia entre as manchas das amostras e 0s padrdes d e monossacarideos
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e dissacarideos. Essa segunda triagem permitiu avaliar de forma mais robusta o perfil de
acucares redutores, contribuindo para validar a eficiéncia da hidrélise enzimatica e confirmar a
presenca de atividades complementares no consorcio microbiano. Ensaios dessa natureza séo
fundamentais para correlacionar as evidéncias bioquimicas com os resultados moleculares e
taxondmicos, fortalecendo a compreensdo do potencial biotecnolégico da microbiota
simbidtica de Neoteredo reynei como fonte inovadora de sistemas enzimaticos aplicaveis a
producdo deetanol de segundageracdo (Brito et al. 2018; Goncalves etal. 2024; Rios-Alvarado
et al. 2024).

Figura 31 — Segundo teste da CCD com quatro padrfes e quatro amostras.

Glicose Xilose |Celebinose Arabinose"Amostra Al Amostra B jAmostra C |JAmostra D

Al "

Amostra A. Tubo b_22032025. Amostra B. BR31290125(C). Amostra C. Tubo b_com Celulose (C),
Amostra D. Tubo b_com cana-de-agucar.

Fonte:Autor (2025).
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A segunda etapa da analise cromatografica confirmou a presenca de glicose como
principal produto da acdo microbiana, reforcando a hipétese de atividade glicosidica mediada
por B-glicosidases e/ou celulases. Essa constatacdo sugere que as enzimas secretadas pela
microbiota simbiotica de Neoteredo reynei foram capazes de promover a hidrolise da celobiose
e de outros oligossacarideos intermediérios, liberando glicose como produto final. Tal padréo
é tipico de sistemas enzimaticos altamente eficientes, em que h& coordenacéo sinérgica entre
endoglucanases, exoglucanases e [3-glicosidases, resultando em degradagdo completa da fragdo
celulésica. Estudos prévios com bactérias marinhas dos géneros Bacillus, Lysinibacillus e
Teredinibacter demonstram comportamento semelhante, com expressdo diferencial de genes
codificadores de hidrolases adaptadas a substratos lignocelulésicos, o que reforca a robustez
funcional dosistema simbidtico investigado (Trindade-Silva et al. 2009; Ghio etal. 2012; Brito
et al. 2018).

A comparagdo entre padrdes e amostras revelou um perfil cromatogréfico caracterizado
pela distribuicdo regular das manchas ao longo da placa, com distancias de migragéo (D)

medidas em centimetros e calculo subsequente do fator de retengdo (R). As linhas horizontais

tracadas sobre as imagens indicaram claramente as posicdes correspondentes aos padrbes de
referéncia e as amostras, assegurando a precisdo das medicdes. A placa revelada demonstrou
um gradiente de migracdo consistente, indicando homogeneidade do sistema solvente e boa
resolucdo entre as zonas de migracdo dos aclcares. Esse comportamento € caracteristico de
separacOes eficazes em cromatografia de acUcares redutores e fornece uma base confidvel para
inferéncia qualitativa sobre os produtos da hidrdlise enzimatica (Rios-Alvarado et al. 2024;
Gongalves et al. 2024).

A mancha referente a celobiose, dissacarideo derivado da acdo das exoglucanases,
apresentou a menor distancia de migracdo na placa, fato que se explica por sua maior massa
molecular e, consequentemente, menor mobilidade no sistema cromatografico. Essa observacéao
é coerente com o papel da celobiose como intermediario primario da degradacdo da celulose:
as exoglucanases clivam as extremidades das cadeias de celulose liberando celobiose, que, por
sua vez, ¢ hidrolisada pelas B-glicosidases em unidades de glicose. Essa sequéncia de reacfes
reflete a organizacdo modular do sistema lignocelulolitico e demonstra que a microbiota
simbiotica analisada reproduz, em escala laboratorial, a cascata enzimatica natural descritaem
bivalves xiléfagos (Trindade-Silva et al. 2009; Brito et al. 2018; Gasser et al. 2024).

As manchas correspondentes aos monossacarideos glicose, xilose e arabinose exibiram

valores de R, mais altos, indicando maior mobilidade e menor retengdo na silica, conforme
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esperado para moléculas de menor massa. Esses agucares representam os produtos finais da
degradacédo lignocelulésica, sendo a glicose derivada da celulose e a xilose e arabinose
provenientes da hemicelulose. A presenca desses monossacarideos confirma a atividade
hidrolitica efetiva da microbiota simbi6tica de Neoteredo reynei e evidencia seu potencial
biotecnoldgico para processos de conversdo de biomassa em etanol de segunda geracdo (Ghio
et al. 2012; Rios-Alvarado et al. 2024; Gongalves et al. 2024).

Figura 32 — CCD de acucares padrdes e amostras.
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Fonte: Autor (2025).
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As figuras 32 é destacadaa corrida da CCD de agucares padrdes e amostras, onde as
manchas dos padrdes (glicose, xilose, celobinose e arabinose) estdo indicadas por circulos
vermelhos, enquanto as das amostras (A—D) estdo destacadas em amarelo, com as respectivas
distancias (D, em relagéo a linha de aplicacéo e a frente do solvente (Ds = 7,9 cm). Os padrdes
de referéncia apresentaram mobilidades compativeis com o comportamento esperado para
monossacarideos e dissacarideos na fase mével empregada (Instituto Adolfo Lutz, 1985;
Nascimento, 2023).

Tabela 2 Valores de distancia percorrida (D) e fator de retengdo (R;) dos padrdes e amostras

obtidos na cromatografia em camada delgada.

Substancia /  lIdentificacdo / Distancia Distancia da
P ¢ percorrida (D,, frente do R¢ (D, IDs) Observacdo cromatografica
Amostra Cadigo
cm) solvente (Ds, cm)
Padrio Mancha intensa e bem definida;
- 6,72 79 0,85 Ao i il
Glicose migragéo r?als alta, tipica de
monossacarideos.
Padrio Mancha nitida; migracdo
Xilose - 5,95 79 0,75 intermediaria, condizente com
monossacarideo pentose.
Padrio Mancha dupla levemente difusa;
. - 5,75 7.9 0,73 comportamento caracteristico de
Celobiose . B
dissacarideo.
Padrdo Mancha bem delimitada;
. - 5,30 79 0,67 monossacarideo  de menor
Arabinose i ]
polaridade relativa.
Presenca de manchas sobrepostas;
Amostra A Tubob_ 22032025 45-59 79 057-0,75 Zonaprincipal em Ry~ 0,57 e difusa
préxima a 0,73 (possivel
xilose/celobiose).
Duas regides: uma banda difusa
Amostra B BR31290125(C) 4,1—6,2 7,9 0,52—0,78 intermediaria e outra préxima ao
Ry de xilose.
Amostrac  "°PM 45 g6 7.9 05T 08 e e e e
Celulose (C) P =0, ' 2l =Y, compostoscom mobilidade proxima
a glicose.
Mancha de alta migracgéo;
Tubo b_comCana- !
Amostra D - 59-66 7.9 0,75-0,84 forte similaridade com glicose e

de-aglcar :
xilose.

Fonte: Autor (2025).
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Em conformidade com o exposto na tabela as amostras A e B exibiram manchas
principais em R, = 0,57, indicando a possivel presenca de agicares de maior massa molecular
(ou parcialmente polimerizados), além de regides difusas préximas a 0,73-0,75, sugerindo a
presenca de xilose e/ou celobiose. Ja as amostras C e D, com manchas mais elevadas (R,>
0,75), apontam para agUcares menores € mais méveis, como glicose, coerente com a hipétese
de hidrélise parcial de celulose ou sacarose. A zona difusa observada nas amostras A e B pode
estar associada a presenca de oligossacarideos incompletamente separad os, 0 que € comum em
sistemas contendo misturas complexas de carboidratos

Esses resultados indicam que as amostras analisadas apresentaram ocorréncia de
acucares redutores de menor peso molecular, o que sugere a quebra parcial da fragdo
lignocelulosica durante o processo de hidrélise. A auséncia de uma mancha com R, coincidente
ao da glicose (R, = 0,85) aponta, entretanto, que ndo houve degradagdo completa da celulose
em monossacarideos, corroborando um processo de hidrolise incompleto ou moderado,
possivelmente limitado por barreiras estruturais ou condicdes de reacdo insuficientes ((Instituto
Adolfo Lutz, 1985; Nascimento, 2023)

Resultados similares foram observados por, da Silva et al. (2019), que, ao empregar
CCD na caracterizacdo de produtos da hidrélise enzimatica de biomassa lignoceluldsica,
também relatou a presenca predominante de oligossacarideos e agucares intermediarios em
reagbes parciais de degradacdo, reforcando a aplicabilidade da técnica como ferramenta
qualitativa de monitoramento da quebra lignocelulésica (da Silva et al. 2019; Nascimento,
2023).

O fator de retencdo (R,) foi calculado como a razdo entre a distancia percorrida pelo
soluto (D) e distancia percorrida pela frente do solvente (D): R, = D./D;. Para cada placa,
D e D foram medidascom régua em centimetros e os valores inseridos em planilha para calculo
automatico do R, Valores obtidos para os padrdes foram. glicose: 0,851; xilose: 0,753;
celobiose: 0,728; arabinose: 0,671. A(s) mancha(s) observada(s) nas amostras apresentou/ram
Rr =~ 0,570, ndo coincidente(s) com os padroes na mesma corrida, sugerindo auséncia de
correspondéncia direta com 0s monossacarideos testados. Conclui-se, portanto, que ha
evidéncia de quebra parcial da fracdo lignocelulésica (presenca de oligossacarideos e sinais
intermediarios), porém ndo ha evidéncia consistente de hidrdlise completa em glicose nas

condicdes avaliadas.

4.7. Extracao e amplificacdo de DNA bacteriano
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Os procedimentos metodoldgicos e protocolos usados na extracdo e amplificagdo forma
feito no Laboratorio de Recursos Genéticos (Largen) que faz parte do Programa de Pos-
Graduacdo em Sistematica, Uso e Conservacdo da Biodiversidade (PPGSis) da Universidade
Federal do Ceara (UFC), sob orientacdo da Professora Dr2. Denise Cavalcante Hissa.

A extracdo do DNA gendomico da biomassa microbiana foi realizada utilizando
protocolo baseado em lises por bead-beating seguido por purificagdo com colunas desilica (Kit
comercial, Qiagen®), segundo as instru¢des do fabricante. A concentracdo e pureza do DNA
foram determinadas por espectrofotometria (Nanodrop 2000, Thermo Fisher Scientific) (de
Boer et al. 2010; Wydro; Burbach; Schmid; Tebbe, 2016; Bien; Malinowska, 2022).

Antes do sequenciamento, os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 2%, corado com GelRed®, e visualizados sob luz UV. A figura 33 mostra a
separacdo eletroforética dos amplicons obtidos para as amostras BRR42 e BRR44. Bandas
Unicas e bem definidas com aproximadamente 1.500 pb confirmam o sucesso da amplificacdo
daregido alvo do gene 16S rRNA. O controle negativo (C-) ndo apresentou bandas, validando
a auséncia de contaminacao durante o processo (Vishnivetskaya et al. 2014; Fujiyoshi; Muto-

Fujita; Maruyama, 2020).

Figura 33 — Eletroforese das amostras BRR42 e BRR44.

Fonte: Autor (2025).
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A identificacdo taxondmica das linhagens bacterianas foi conduzida por PCR daregido
hipervariavel do gene 16S rRNA, utilizando os pares de primers universais 27F (5°-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) e 1492R (5’-TACGGYTACCTTIGTTACGACTT-3"),
amplamente reconhecidos por sua capacidade deamplificar a maioria das bactérias conhecidas.
A reacdo de PCRresultou em produtos com tamanho esperado de aproximadamente 1500 pares
de bases (pb). A visualizacdo dos produtos foi realizada por eletroforese em gel de agarose a
2%, corado com brometo de etidio e submetido a leitura sob luz UV (Frank et al. 2008; Mao et
al. 2012; Abellan-Schneyder et al. 2021).

Os resultados da eletroforese revelaram bandas Unicas e nitidas para ambas as amostras
analisadas (BRR42 e BRR44), com tamanho compativel com o fragmento alvo do gene 16S
rRNA. As bandas estavam localizadas entre os marcadores de 1000 pb e 1500 pb, préximas a
faixa superior da escada de peso molecular, o que reforca a eficiéncia e a especificidade da
amplificacdo. A auséncia de bandas no controle negativo (C—) indica que ndao houve
contaminacdo na reagdo, garantindo a confiabilidade do procedimento (de Boer et al. 2010;
Walker et al. 2015; Fujiyoshi; Muto-Fujita; Maruyama, 2020).

A presenca de bandas Gnicas e bem definidas sugere a predominéncia de um Unico tipo
bacteriano nas amostras cultivadas, o que é comum em isolados puros ou microbiotas
selecionadas por enriquecimento. As bandas de interesse foram, entdo, cuidadosamente
excisadas do gel e purificadas utilizando o sistema comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System, seguindo as recomendagdes do fabricante. Em seguida, os fragmentos purificados
foram encaminhados para sequenciamento por método de Sanger (Walker et al. 2015; Strader,
Betz, 2021).

Aintegridade do DNA amplificado, aliada a especificidade dos primers e a auséncia de
contaminantes ou produtos inespecificos, confere robustez ao processo de identificacdo
molecular. Conforme preconizado pelas diretrizes do MIQE (Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) e por protocolos classicos de biologia
molecular, esses critérios sdo fundamentais para garantir a reprodutibilidade e a validade dos
dados obtidos (Bustin, S. A. et al. 2009; Green e Sambrook, 2012).

4.8 Andlise de Sequéncias de DNA Bacteriano no CodonCode Aligner®

Apobs a obtencdo das sequéncias nucleotidicas do gene 16S rRNA por meio do

sequenciamento Sanger, os dados brutos foram exportados em formato .fasta, contendo as
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leituras diretas (reads) de cada amostra. Em seguida, essas sequéncias foram importadas para
o software Codon Code Aligner®, uma ferramenta amplamente utilizada para o processamento,
edicdo e montagem de sequéncias Sanger (Frank et al. 2008; Walker et al. 2015).

Dentro do software, cada sequéncia foi inicialmente avaliada quanto a qualidade de
leitura, com base na analise dos cromatogramas — graficos que representam 0s picos de
fluorescéncia associados a cada nucleotideo identificado. RegiGes com baixa qualidade de
leitura, frequentemente localizadas nas extremidades das sequéncias ou em areas com
sobreposicdo deficiente de picos, foram inspecionadas manualmente e, quando necessario,
removidas ou ajustadas (Anexo B).

Figura 34 — Fluxograma do processo
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Fonte: Autor (2025).
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Apobs o refinamento das sequéncias, os contigs finais — ou seja, as sequéncias de
consenso resultantes da sobreposicdo das leituras forward e reverse, foram montados
automaticamente pelo software. Esse processo garantiu maior precisdo na reconstrucao do
fragmento completo do gene 16S rRNA, eliminando erros pontuais de leitura e maximizando a

integridade da sequéncia para posterior analise de similaridade e identificacdo taxonémica
como mostrado na figura 35.

Figura 35 — Anélise com o software CodonCode Aligner®
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TCTGTTTCACCTCATGGTGAAATATTGAAAGACGGTTTCGGCTGTCGCTA
TAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCA
AGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT

GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACA
GACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAAC ATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGATTTCG

GATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACAC GTTCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTGGCT
GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACG GTACCTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
AAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTA GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAA
AAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCT AGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAAC
TGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG CGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGATAGTG
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCG GAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGT
CGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGA GGCGAAGGCGACTATCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTG
GGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTC GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAG
CATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAA TGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTA
GGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGC AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTG
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC
GTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACT GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGTTGACCACTGTAGAGATATGG
CCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGG TTTCCCCTTCGGGGGCAACGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATC
TTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGG
GCTACACACGTGCTACAATGGACGATACAAACGGTTGCC

TTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAT
AAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACA G
AACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATG

Fonte. Autor (2025).

A amostra BRR_44 okfoiidentificadacomo pertencente ao género Lysinibacillus, com

alinhamento de 1089 pb e correspondéncia com Lysinibacillus fusiformis e Lysinibacillus sp. A



amostra BRR_42_ ok apresentou correspondéncia com Bacillus wiedmannii, com alinhamento

de 848 pb e identidade de 100%, como pode ser observado na Tabela 3 e 4.

Tabela 3. Resultado do sequenciamento da amostra BRR_42_ok

Estirpe Espécies mais 16rDNA NUmero de acesso
relacionadas no GenBank
GenBank ID Tamanho 16s rRNA
(Consenso ID) (%) (pb)
PUMB 55 Bacillus tropicus 100% 5318383 CP128608.1
NH26 Bacillus thuringiensis 100% 1420 0OP164588.1
HC18al Bacillus cereus 100% 1450 KJ206078.1
F50 Bacillus sp. 100% 1409 KF788236.1
CanR-22 Bacillus sp. 100% 1513 KT580647.1
M75 Bacillus cereus 100% 1413 LN890161.1
1111TES13M4 Bacillus anthracis 100% 982 LN774399.1
SK3-15 Bacillus proteolyticus 100% 1453 MN421113.1
TS29 Bacillus wiedmannii 100% 1429 OR388780.1
1-R-4 Uncultured Bacillus 100% 999 MK133103.1
GFK31 Bacillus albus 100% 1465 ON514242.1
L6-Al Bacillus sp. (in: Bacteria) 100% 1449 OP364896.1
AAC5 Bacillus cereus 100% 1356 MW898435.1
CanS-92 Bacillus sp. 100% 1513 KT580624.1
BTH1 Bacillus thuringiensis 100% 1273 MK561610.1
AFS075742 Bacillus cereus 100% 1540 0OP986966.1
w922-36 Bacillus cereus 100% 1452 PV652536.1
BS1150 Bacterium strain 100% 1456 MK824338.1
CK18 Bacillus tropicus 100% 5237233 CP085399.1
875-32 Bacillus sp. (in: firmicutes) 100% 1456 PV652552.1
XJIG-7 Bacillus cereus 100% 1449 MF101131.1
V5332 Bacillus wiedmannii 100% 1421 PP256861.1
SNH-K57 Bacillus sp. 100% 1441 MN493910.1
FC1001 Bacillus cereus 100% 1456 PV652552.1
V3499 Bacillus proteolyticus 100% 1353 OR758371.1
NBAIR_Bt31 Bacillus thuringiensis 100% 1396 PP506470.1
ZJS3 Bacillus sp. 100% 5280761 CP094455.1
SEM-15 Bacillus cereus 100% 1412 OM535883.1
BH1-7 Bacillus sp. 100% 1424 MN410653.1
R8(2014b) Bacillus sp. 100% 1365 KJ605141.1

*Foram obtidos 100 resultado 100% aqui descrito estdo apenas 0s 30 primeiros

Fonte: Autor (2025).



Tabela 4. Resultado do sequenciamento da amostra BRR_44 ok

Estirpe Espécies mais 16rDNA NUmero de acesso
relacionadas no GenBank
(Cfnesr;ﬁ?o”'f[)) ID Tamanho 165 rRNA
(%) (pb)
P9-2 Lysinibacillus sp. 100% 1341 MT255074.1
XS 4-5 Lysinibacillus fusiformis 100% 1437 MN999997.1
XS 2-7 Lysinibacillus fusiformis 100% 1432 MN999987.1
XS 2-4 Lysinibacillus fusiformis 100% 1433 MN999984.1
PsS43 Lysinibacillus sp. 100% 1452 PV450060.1
PM51 Lysinibacillus sp. 100% 1452 PV449994.1
IRS01 Lysinibacillus sp 100% 1514 PV523609.1
P12-0-1-2 Lysinibacillus sp. B-2-20 100% 1415 PV490783.1
pP21-1-2-1 Lysinibacillus sp. 100% 1419 PVv490782.1
D11-0-1 Lysinibacillus fusiformis 100% 1419 PV490768.1
R1-3 Lysinibacillus sphaericus 100% 1456 PV258519.1
LS Lysinibacillus sp. 100% 1456 PV207605.1
NBAIR_LS50 Lysinibacillus sphaericus 100% 1261 PV147849.1
NBAIR_LS31 Lysinibacillus sphaericus 100% 1391 PV130369.1
ZT414 Lysinibacillus fusiformis 100% 1454 PQ782906.1
ZHCPRcN17 Bacillota bacterium 100% 1461 PQ779983.1
Streptomycin Lysinibacillus fusiformis 100% 1419 OP763931.1
treatment-Soil 413
YT41 Lysinibacillus fusiformis 100% 1540 PQ577987.1
2FB-2 Lysinibacillus sp. 100% 1423 PQ363115.1
M.A.Hug-107 Lysinibacillus sp. 100% 1479 PQ276986.1
Haikoul7 Lysinibacillus fusiformis 100% 1362 PP572863.1
MSK66 Lysinibacillus fusiformis 100% 1433 PQ046258.1
V3500 Lysinibacillus fusiformis 100% 1413 PQ013837.1
CBNU_54B1 Lysinibacillus fusiformis 100% 1394 PP600167.1
L-8 Lysinibacillus fusiformis 100% 1393 PP574289.1
SW_NMI_TSB_3 Lysinibacillus fusiformis 100% 1454 OP782634.1
1697 Lysinibacillus fusiformis 100% 1432 OR821776.1
V3247 Lysinibacillus fusiformis 100% 1394 OR758201.1
V3780 Lysinibacillus fusiformis 100% 1353 OR755229.1
PB 34 Lysinibacillus fusiformis 100% 1496 OR673992.1

*Foram obtidos 100 resultado 100% aqui descrito estdo apenas os 30 primeiros

Fonte: Autor (2025) .

As espécies identificadas pertencem ao filo Firmicutes, com destaque para 0s géneros
Lysinibacillus e Bacillus, reconhecidos por sua ampla distribuicdo ambiental e potencial em
aplicacdes biotecnoldgicas. Os resultados obtidos fornecem base sélida para as etapas seguintes

de anélise filogenética e interpretacdo ecoldgica do estudo.
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A identificacdo taxondmica das amostras bacterianas BRR_42_oke BRR_44 ok, com

base no sequenciamento da regido do gene 16S rRNA, permitiu sua classificacdo nos géneros

Bacillus e Lysinibacillus, respectivamente. Esses géneros sdo reconhecidamente abundantesem

ambientes ricos em matéria organica e apresentam grande diversidade funcional, incluindo a

capacidade de degradar polimeros naturais e sintéticos, como demonstrado na Tabela 3.

Tabele 5. Caracteristicas e Potencial Biotecnoldgico de Espécies dos Géneros Lysinibacillus e

Bacillus.
Género / Espécie Caracteristicas Biolégicas ~ Bioguimica / Molecular Aplicagéo Biotecnolégica Atividade Manguezal Referéncia
Lignocelulésica
Lysinibacillus  sp.  Gram-positivo, Produz  lignina  Pré-tratamento de Sim Néao Ayeronfe et
(cupim) aerébio; isolado do  peroxidase residuos al. 2019
intestino de cupins; (377,6 U/L), lignocelulésicos  (e.g
utiliza residuos de  manganés palmeira)
palmeira de dendé peroxidase
como fonte de C. (218,2UL) e
lacase
(405,4 UL,
deslignificacéo
(~4-6 %)
Lysinibacillus Gram-positivo, Hidrolisa xilana, Producdo de enzimas Sim Né&o Lee et al
xylanilyticus aerobio, atuando como  para bioprodutos  (xilanase 2010
endosporico; isolado  xilanase alimentares e papel ativa)
de himus de florests;
degrada xilana
Bacillus  haynesi  Gram-positivo, Atividade Producdo de celulases SIM SIM Palit e Das,
DS7010 aerobio; sedimento endo/exoglucanase  tolerantesa sal e metais — 2024
de mangue (India); e  B-glicosidase; util em biorremediacio
cresce até 3 % NaCl;, multidominios costeira
utiliza celulose  GH48/GHS5;
ligada & enzima produz8isoformas
CelA/B (78-245 kDa)
Bacillus Gram-positivo, Produz Producéo industrial de SIM SIM Beheraetal.
licheniformis aeréhio; isolado de  98,25U/mL  de celulose-degradantes em 2016
(CDB-12) solo de manguezal celulase em 72h; ambientes saline
(india); conttm  pico a 45 °C, pH7
celulase
Bacillus  pumilus  Gram-positivo, Genes Biorremediacédo de 6leo SIM SIM Domingos
CCMA-560 aerobio;  mangue relacionados a + wuso industrial de etal. 2013
contaminado  por hemiceluldlise e hemicelulases/pectinases
6leo; produz  pectinolise;
biossurfactantes e exporta
degrada biopolimeros
hemicelulose/pectina
Bacillus  pumilus  Gram-positivo, Produz Controle bioldgico NAO SIM Rishad etal.
MCB-7 aerobio; manguezal; quitosanase ativa contra fitopatdgenos e 2017

produz alta atividade
de quitosanase
(3,36 U/mL)

até 60 °C e sal até
3 %; antiftngica e
inseticida

pragas agricolas
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Apesar do alto percentual de identidade (100%) com sequéncias de referéncia no
BLASTN, é importante destacar que o gene 16S rRNA ndo possui resolucdo suficiente para
diferenciacéo entre espécies proximas dentro de certos grupos filogenéticos, como o complexo
Bacillus cereus, B. subtilis, B. thuringiensis e seus parentes proximos. Isso se deve a alta
conservacdo dogene 16S entre espécies estreitamente relacionadas, que pode resultar em falsas
atribuicdes taxonémicas em nivel especifico. Assim, a identificacdo obtida neste estudo deve
ser interpretada com cautela, sendo confiavel até o nivel de género.

Para aumentar a resolucdo taxonémica e alcancar identificacbes em nivel de espécie ou
cepa, recomenda-se a utilizacdo de marcadores moleculares adicionais ou abordagens
multilocus. Os principais incluem gyrB (gyrase subunit B), rpoB (RNA polymerase subunit B),
recA (recombinase A), MLSA (Multilocus Sequence Analysis) e Genoma completo / WGS.

A adocdo dessas abordagens é particularmente relevante quando o objetivo envolve a
exploragdo biotecnoldgica de microrganismos, como observado neste estudo, ondeas linhagens
identificadas mostram potencial para degradacdo de lignocelulose, produgdo de enzimas
hidroliticas e biorremediacdo de plasticos. Tais funcdes, atribuidas a espécies especificas na
literatura, ndo podem ser assumidas com base apenas na identificacdo por 16S, sendo necessario

o isolamento, cultivo e caracterizacdo fenotipica/gendmica das linhagens envolvidas.

4.9. Discussao Integrada dos Resultados

A analise integrada dos resultados obtidos nesta pesquisa, permite compreender de
forma mais ampla o potencial biotecnologico da microbiota simbidtica associada aos bivalves
perfuradores de madeira da familia Teredinidae. O estudo reuniu um conjunto de abordagens
experimentais complementares, desde a coleta e processamento dos espécimes ate a
caracterizacdo morfoldgica e molecular das linhagens bacterianas isoladas, visando identificar
microrganismos com capacidade lignocelulolitica relevante para a producdo de etanol de
segunda geragéo (2G).

A coleta dos espécimes em ambientes de manguezal, ecossistemas ricos em matéria
organica lignificada, foi decisiva para acessar comunidades microbianas adaptadas a
degradacdo natural da madeira submersa. Esses ambientes caracterizam-se por condicGes
fisico-quimicas varidveis e elevada disponibilidade de substratos lignocelul6sicos, o que
favorece a selecdo de microrganismos especializados na digestdo de polimeros vegetais

complexos (Brito et al. 2018; Trindade-Silva et al. 2009). O isolamento da microbiota visceral
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dos teredinideos em meios seletivos enriquecidos com celulose e bagaco de cana-de-agUcar
revelou colbnias com morfologias distintas, sugerindo diversidade funcional adaptada a
decomposicao de substratos lignificados.

A caracterizacdo morfoldgica e microscopica das colnias (cepas BRR_42 e BRR_44)
evidenciou diferencas estruturais compativeis com géneros bacterianos conhecidos por sua
capacidade de produgdo de enzimas hidroliticas, como Bacillus e Lysinibacillus. Essa
observacdo foi posteriormente confirmada pela analise molecular do gene 16S rRNA, que
indicou 100% de similaridade com espécies desses géneros. Ambas as linhagens séo
reconhecidas por apresentarem elevada atividade enzimatica sobre substratos celul6sicos e
hemiceluldsicos, além de boa estabilidade em diferentes condi¢fes ambientais (Ghio et al.
2012; Rios-Alvarado et al. 2024; Goncalves et al. 2024). A presenca dessas bactérias no sistema
simbidtico dos teredinideos sugere uma relacdo ecoldgica cooperativa, na qual a microbiota
contribui para a digestdo da madeira ingerida pelo hospedeiro (Turner, 1966; De-Carli e Manzi-
Decarli, 2012).

Os ensaios cromatogréficos em camada delgada (CCD) demonstraram a liberacdo de
acucares redutores, como glicose, xilose e arabinose, ap6s incubacdo das linhagens em substrato
lignoceluldsico, o que confirma a presenga de atividades enziméticas hidroliticas ativas. Esses
resultados corroboram achados prévios de que microrganismos marinhos associados a
organismos xilofagos sdo fontes promissoras de celulases, hemicelulases e -glicosidases (Brito
et al. 2018; Fowler et al. 2019; Zhou et al. 2019). A capacidade de degradar tanto fracdes de
celulose quanto de hemicelulose reforga o potencial de uso dessas linhagens em coquetéis
enzimaticos voltados a sacarificacdo de biomassa lignocelulosica, etapa essencial na producgéo
de etanol 2G (Martins et al. 2014; Azevedo et al. 2025).

A identificacdo molecular das cepas BRR_42 e BRR_44 confirmou a filiacdo aos
géneros Bacillus e Lysinibacillus, respectivamente, reforcando o papel dessas bactérias como
protagonistas em processos de degradacdo de biomassa. Bacillus spp. séo amplamente relatados
por produzirem enzimas termoestaveis e tolerantes a varia¢des de pH, o que os torna adequados
para aplicacdes industriais em larga escala (Ghio et al. 2012; Costa et al. 2021). Ja
Lysinibacillus spp. tém sido associados a secre¢do de complexos enzimaticos multifuncionais,
capazes de atuar simultaneamente sobre diferentes componentes da biomassa vegetal (Rios-
Alvarado etal. 2024). Esses resultados apontam que as linhagens isoladas podem ser exploradas

como fontes de biocatalisadores naturais com aplicabilidade em biorrefinarias sustentaveis.
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De modo geral, a integracdo dos resultados obtidos confirma que a microbiota
simbiotica de teredinideos constitui um reservatorio biotecnoldgico ainda subexplorado, com
potencial relevante para a bioeconomia de energias renovaveis. As evidéncias experimentais de
degradacdo lignocelulésica, associadas a identificagdo taxonémica de microrganismos
produtores de enzimas hidroliticas, reforcam a hipdtese de que organismos marinhos
simbidticos podem oferecer sistemas enziméaticos mais robustos e adaptados a condigBes
extremas do que os isolados de ambientes terrestres (Gongalves et al. 2024; Gasser et al. 2024).
Assim, os achadosdeste estudo contribuem para ampliar o conhecimento sobre a bioprospeccéo
de enzimas marinhas e sua aplicacdo em processos de etanol de segunda geracéo, alinhando-se
aos principios da sustentabilidade, inovacdo tecnoldgica e valorizacdo da biodiversidade
brasileira (Costa et al. 2021; Broda et al. 2022; Araujo, 2022).
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5 CONCLUSAO

Esta pesquisa consolidou evidéncias robustas de que a microbiota simbiotica visceral de
bivalves da familia Teredinidae constitui uma fonte biotecnoldgica singular para a prospeccéo
de microrganismos e enzimas lignoceluloliticas aplicaveis a producdo de etanol de segunda
geracdo (2G). A analise morfoldgica detalhada do molusco Neoteredo reynei confirmou as
caracteristicas estruturais tipicas de bivalves xil6fagos, especialmente adaptados a degradacao
de madeira em ambientes marinhos, o que reforca a hipétese de coevolugdo entre o hospedeiro
e sua microbiota endossimbidtica.

O processo de isolamento, cultivo seletivo e caracterizacdo microbioldgica revelou a
presenca de linhagens bacterianas pertencentes aos géneros Bacillus e Lysinibacillus, ambos
reconhecidos por sua versatilidade metabdlica, resiliéncia ambiental e capacidade de secrecdo
de enzimas hidroliticas. Os testes cromatograficos qualitativos (CCD) confirmaram a hidrélise
desubstratos lignoceluldsicos e a consequente liberacdo de agucares redutores — glicose, xilose
e arabinose — evidenciando a atividade celulolitica e hemicelulolitica das linhagens isoladas.
Esses resultados indicam o potencial dos simbiontes marinhos como modelos naturais de
sistemas enzimaticos sinérgicos, com grande aplicabilidade em biorrefinarias sustentaveis.

No campo molecular, o sequenciamento do gene 16S rRNA permitiu a identificacdo
filogenética das cepas isoladas, embora se reconheca a limitagdo dessa abordagem quanto a
resolucdo taxondmica em nivel de espécie. Tal restricdo evidencia a necessidade de analises
complementares por marcadores multilocus (gyrB, rpoB, recA) e abordagens dmicas integradas
(genémica, transcriptbmica e protedmica), que possam elucidar a arquitetura funcional e
regulatoria dos complexos enzimaticos observados. Além disso, ensaios quantitativos de
atividade enzimatica (CMCase, FPase e xilanase) e testes em escala piloto sdo etapas
imprescindiveis para validar o desempenho industrial dessas linhagens.

Do ponto de vista biotecnoldgico e socioeconémico, os resultados obtidos expandem as
fronteiras do conhecimento sobre a valorizagdo dabiodiversidade marinha brasileira como ativo
estratégico para a bioeconomia circular. A utilizacdo de microrganismos marinhos
lignoceluloliticos pode viabilizar rotas limpas e economicamente viaveis de conversdo de
residuos agroindustriais — como bagaco e palha de cana-de-aclicar — em bioetanol e
coprodutos de alto valor agregado, promovendo reducgdo de passivos ambientais e mitigacdo

das emissOes de gases de efeito estufa.
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Portanto, conclui-se que as linhagens dos géneros Bacillus e Lysinibacillus isoladas de
Teredinidae representam candidatos promissores a formulacdo de coquetéis enzimaticos
avancados para a desconstrucdo da biomassa vegetal, contribuindo diretamente para o0 avanco
da biotecnologia marinha aplicada a transicao energética. No horizonte futuro, recomenda-se o
desenvolvimento de biorrefinarias de base microbiana sustentadas em microrganismos
simbidticos marinhos, fortalecendo a integragdo entre ciéncia, inovacdo e sustentabilidade e
alinhando-se aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Agenda 2030.

Dessa forma, este trabalho representa ndo apenas um marco inicial de exploracdo de
uma microbiota marinha pouco estudada, mas também um passo estratégico rumo a
consolidacdo de uma economia de baixo carbono, ancorada em processos biotecnolégicos
regenerativos e circulares, capazes de transformar a biodiversidade em vetor de

desenvolvimento sustentavel.
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gnpe aviana. Informe-se na pagina do CEMAVE na Internat: hitps:) gow. by bio/pt-br/; ! ques!grips I 1

3 | Estaautorizagic NAO exime o pesquisador litar e os membres de sua equpe da necessdade de atender 3s exigéndas e obler as autorzagdes previstas em outres instrumentos
legais relalivos ao registro de agrotoxicos (Lei n® 7.802, de 11 de julho de 1989, Decreto n® 4.074, de 4 de janeiro de 2002, enfre outros ).

4 | Estaautorzacao NAO exime 0 pesquisador titular & 0s membros de sua equpe da necessdade de atender as exigéncias e obler as autorzaces previstas em oufros instrumentos
legais relativos ac registro de agrotdxicos (Lei n° 7.802, de 11 de julho de 1989, Decreto n° 4.074, de 4 de janeire de 2002, entre outros).

5 Este docunento nao dispensa o cumprmento da Le n® 13.123/2015, que dispoe sobre o acesso 20 pabiménp genebico, sobre a proteqdo e o acesso a0 conheomento tradcianal
e sobre a icdo de beneficios para conservacdo e uso sustentavel da biodiversidade.

6 | As atividades de campo exercidas por pessea natural ou juridica estrangeira, sm todo o territdrio nadional, que implic o do recursos e iais, tendo por cbjeto
coletar dados, malenais, espéames bologicos e mnerais, pegas intsgrantes da culbura nativa = cutura popular, presente e passada, obbdos por men de recursos e lecnicas que se
a0 estudo. adifusdocuap isa, estdo sujeitas a auterizacdo do Ministério de Ciénaa e Tecnologia (Decreto n° 96.830. de 15/01/90).

7 Esta autorizac3o MAO exime o pesquisador fitlar & os membies de sua equipe da necessidade de obter as anudncias previstas em outros insrumentos legais, bem como do
consentimento do responsavel peh area, piblica ou privada, onde serd reaizada a atividade, indusive do orgao gestor de terra indigena, da unidade de conservacao estadual,
distrital ou municipal, ou do proprietirio. amendatério, posseiro ou morador de drea dentro dos limitss de unidade de conservacao federal cujo processo de regularzagdo fundiria
2NContia-s2 MM Curso.

8 | Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Portaria N*748/2022, no que especifica esta Autorizagio, ndo pedendo ser utilizado para fins comerciais,
industriais ou esportves. O material bickdgico coletado deverd ser utilizado para atiidades centificas ou didéticas no ambito do ensino superior

9 O ttular de licenga ou autarzacdo & os membros da sua equipe deverdo oplar por mélodos de coleta e instirumentos de caplura direcionados, sempre que possivel o grupo

mxondmico de interesse, evitande a morte ou dano significatvo a outres gnipos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comp avabil de populacbes do grupo
dmice de i em g0 in siu.
10 | Ottular de atonzagao ou de licenga permaneante, assim como o3 membros de sua equipe, quando da violagao do disposto nesta partara ou em lagislagio vigents, ou quando da
inadequagdo. emssdo ou falsa descrigio de informacdes relevantes que i a ¢Zo do ato, pode, decisdo moti ter a autorzacio ou fieenga
suspensa ou cassada pelo Instituto Chice Mendes, por meio da Coordenagdio Gestora do Sisbio. e esta sueito 3s sangdes previsias na legislaclo vigents.
11 | Em caso de pasquisa em UNIDADE DE CONSERVACAC, o ] thular desta at 30 devera a administragao da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das
pediches. as iches para realzacie das coletas e de uso da infraestrutura da unidade:

12 | Caso seja identificada a ocomdncia de espécie exdlica dentio ou no entomo de UNIDADE DE CONSERVAGAO FEDERAL, além de descrever no relaidrio de atvidades, o pesgusador
deve informar a equipe gestora com maior brevidade possivel

Este documento foi expedido com hase na [nstrucdo Nommativa n° Portaria ICMBio n° 748/2022. Através do cddigo de attenticacéo
abaixo, qualquer cidaddo podera veiificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meic da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet
(www.icmbio.gov. br/sisbio).

Cédigo de autenticacéo: 0907880120230929 Pégina 2/5
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

¥ Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio

Icmi o' Sistema de Autorizacéo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 90788-1 | Data da Emissao: 29/09/2023 16:48:24 | Data da Revalidagao®: 29/09/2024
De acordo com o art. 31 da Portaria ICMBio n° 748/2022, esta autorizagao possui vigéncia equivalente ao previsto no cronograma
de atividades do projeto e validade de um ano, devendo ser revalidada anualmente, através da apresentacéo do relatério anual de
atividades, no prazo de até 30 dias apos o aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: FERNANDO GIL MESQUITA DE FREITAS GONCALVES ICPF: 029.963.063-33

Titulo do Projeto: Prospec¢ac de enzimas digestivas a partir da microbiota associada ao molusco Neoteredo reynei com potencial para a
producéo de bioetanol

MNome da Instituicao: Instituto Federal de Educagao. Ciéncia e Tecnologia do Ceara ICNPJ: 10.744.098/0003-07

Outras ressalvas
[T ] | CEPENE TamandarsPE

Locais onde as atividades de campo serao executadas

# |Descricdo do local Municipio-UF Bioma Caverna? Tipo

1 | Mar do Nordeste Fortaleza-CE Sistema Néao Fora de UC Federal
Costeiro-Marinho

2 | Mar do Nordeste Fortaleza-CE Sistema Nao Fora de UC Federal
Costeiro-Marinho

Atividades

# | Atividade Grupo de Atividade
1 | Coleta/fransporte de amostras biolégicas in situ Fora de UC Federal
2 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Fora de UC Federal

Atividades X Taxons

# | Atividade Taxon Qtde.
1 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Teredinidae 5

2 | Coleta/transporte de amostras biologicas in situ Teredinidae -

A quantidade p {a s0 € obngatona para al do tipo "Coletaftransporte de espéc da fauna silvestre n situ”. Essa quantidade abrange uma porgao

terntonal minima, que pede ser uma Unidade de Conservacao Federal ou um Municipio.

A quantidade significa: por espécie X localidade X ano.

Materiais e Métodos

# | Tipo de Método (Grupo taxonomico) Materiais

1 | Amostras biologicas (Invertebrados Aquaticos) Qutras amostras biologicas(métodos de captura/coleta(Retirada de
animal de material vegetal lenhaso em decomposigéo))

2 | Método de caplura/coleta (Invertebrados Aquéticos) Captura manual, Outros pefrechos(Facédo e Pinga), Outros
métodos de captura/coleta(Amostras biologicas(1 eredinidae inteiro))

Este documento foi expedido com hase na [nstrucdo Nommativa n° Portaria ICMBio n° 748/2022. Através do cddigo de attenticagéo
abaixo, qualquer cidadido podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, par meic da péagina do Sisbio/ICMBio na Internet
(www.icmbio.gov. br/sisbio).

Cédigo de autenticacéo: 0907880120230929 Pégina 3/5



Ministério do Meio Ambiente - MMA

¥ Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio

Icmi o’ Sistema de Autorizacéo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 90788-1 I Data da Emissao: 29/09/2023 16:48:24 | Data da Revalidagao®: 29/09/2024

De acordo com o art. 31 da Portaria ICMBio n° 748/2022, esta autorizagao possui vigéncia equivalente ao previsto no cronograma
de atividades do projeto e validade de um ano, devendo ser revalidada anualmente, através da apresentacéo do relatério anual de
atividades, no prazo de até 30 dias apos o aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: FERNANDO GIL MESQUITA DE FREITAS GONCALVES ICPF: 029.963.063-33

Titulo do Projeto: Prospec¢ac de enzimas digestivas a partir da microbiota associada ao molusco Neoteredo reynei com potencial para a
producéo de bioetanol

MNome da Instituicao: Instituto Federal de Educagao. Ciéncia e Tecnologia do Ceara ICNPJ: 10.744.098/0003-07

Destino do material biologico coletado

# | Nome local destino Tipo destino

1 | Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Cearé Laboratdrio

Este documento foi expedido com hase na [nstrucdo Nommativa n° Portaria ICMBio n° 748/2022. Através do cddigo de attenticagéo

abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste docurmento, par meic da pagina do Sisbio/ICMBio na Internel

(www.icmbio.gov. br/sisbio).

Cédigo de autenticacéo: 0907880120230929 Pégina 4/5
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

‘g Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio

|CI O Sistema de Autorizacéo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 90788-1 | Data da Emissao: 29/09/2023 16:48:24 | Data da Revalidagao®: 29/09/2024

De acordo com o art. 31 da Portaria ICMBio n° 748/2022, esta autorizagao possui vigéncia equivalente ao previsto no cronograma
de atividades do projeto e validade de um ano, devendo ser revalidada anualmente, através da apresentacéo do relatério anual de
atividades, no prazo de até 30 dias apos o aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: FERNANDO GIL MESQUITA DE FREITAS GONCALVES ICPF: 029.963.063-33

Titulo do Projeto: Prospec¢ac de enzimas digestivas a partir da microbiota associada ao molusco Neoteredo reynei com potencial para a
producéo de bioetanol

MNome da Instituicao: Instituto Federal de Educagao. Ciéncia e Tecnologia do Ceara ICNPJ: 10.744.098/0003-07

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com Portaria ICMBIO N° 748, Art. 24. A coleta imprevista de amostras biologicas, espécimes ou de material abiotico
em unidades de conservagdo e cavernas, ndo contemplados na autorizagdo ou na licenga permanente, deve ser
imediatamente anotada em campo especifico do documento.

Taxon™ Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime do nivel taxondmico possivel

Este documento foi expedido com hase na [nstrucdo Nommativa n° Portaria ICMBio n° 748/2022. Através do cddigo de attenticagéo
abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste docurmento, par meic da pagina do Sisbio/ICMBio na Internel
(www.icmbio.gov. br/sisbio).

Cédigo de autenticacéo: 0907880120230929 Pégina 5/5
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ANEXO B — CHAVE PARA AS ESPECIES DE TEREDINIDAE REGISTRADAS NO

LITORAL

SUDESTE DO BRASIL (Muller & Lana 1986).
PARTE SISTEMATICA

Chave para as espécies de Teredinidae registradas no li-

toral sudeste do Brasil.

1.

Paletas com laminas nd3o segmentadas (fig. 6) ....... 2
Paletas com laminas segmentadas (fig. 14); segmentos
fundidos, porém vestigiais (fig. 13), ou claramente sepa-
rados, formando cones (fig. 15) .................... 8

Lamina com porgdo calcaria pouco desenvolvida (fig. 1);
periostraco marrom-escuro em forma de capa, muito de-
senvolvido, estendendo-se pronunciadamente além da la-
mina: (Fig: 2) o :. s o v @ amem a0 Sie s 3
Lamina com porcgédo calcdria muito desenvolvida (fig. 4);
periostraco acompanhando o contorno da lamina, ndo se
estendendo muito além dela ..................... 4

Animais com longo periodo de incubagao, larvas liberadas
no estagio pediveliger .......... Lyrodus pedicellatus *
Animais com curto periodo de incubacgédo, larvas liberadas
no estadgio charneira-reta (fig. 1) .. Lyrodus floridanus *

Paletas pequenas, frageis, com formato variavel (figs.
L R e 5
Paletas largas, solidas e fortemente calcificadas (fig. 4);
pedinculo curto e grosso; periostraco fino e claro; regido
posterior do animal com duas dobras carnosas (fig. 3)
.................................... Neoteredo reynei

Periostraco fino, ndo se estendendo além da porgdo cal-

CAAA [F0 ) snnss s v svpam ammows s S 6
Periostraco mais desenvolvido, estendendo-se além da

porgdo calcaria em margem estreita ou em pequenas aris-
tas: laterais [flg.: 9) «ooumns vnaws ovememes s s 7

Lamina com sulco mediano; margem distal da face exter-
na em forma de “V" profundo e margem da face interaa
em forma de “U"” menos acentuado .. Teredo furcifera®*
Lamina sem sulco mediano (fig. 6); margem distal da face
externa em forma de “U" ndo muito acentuado e margem
distal da face interna levemente cdncava (figs. 6-7); pe-

riostraco amarelo-palha, cobrindo a metade distal da la-
mina (fig. 6) .......ccoiiiiiiiiiia. Teredo navalis

Peristraco amarelo-ouro, cobrindo a metade distal da la-
mina; margens distais da face interna e externa céncavas
(RG9) svuvresmmarnn e s e s w Teredo bartschi
Periostraco marrom-escuro, mais desenvolvido, cobrindo
toda a lamina e estendendo-se além da metade inferior do
pedinculo (fig. 10); lamina larga, oca e com alargamento
no peddnculo (fig. 1) .............. Teredo mindanensis

*Uma discussdo pormenorizada das diferencas destas espécies ge-

minadas no que se refere as suas estratégias de reprodugdo foi apresentada
por CALLOWAY & TURNER (1983).

** Espécies ndo registradas no presente levantamento, mas referidas

para o litoral sudeste do Brasil.



10.

11.

12.

Segmentos fundidos (fig. 14) ...................... 9
Segmentos ndo fundidos, formando cones (fig. 15) ... 10

Segmentos fundidos e indistintos; lamina ovalada; sifao
exalante com dois tentaculos longos e numerosos tenta-
Cllos CUHOS « s 5555 056 o btumne = Nototeredo knoxi *
Segmentos fundidos, mas distintos (fig. 14); comprimen-
to da lamina e pedinculo equivalentes; incrustacoes cal-
carias na porgdo distal da lamina, podendo estar ausentes
em jovens ou por desgaste em adultos; sifdo inalante com
12 tentaculos largos (figs. 12 e 14) .. Nausitora fusticula

Margem dos cones nao serrilhada (fig. 15) .......... 11
Margem dos cones serrilhada (fig. 19) ............ 12

Aristas curtas e delgadas, ligadas na face interna de modo
a formar uma capa larga (fig. 16); margem periostracal
interna mais larga que a margem externa (fig. 15); cones
em forma de tulipa, bem préximos uns dos outros ......
....................................... Bankia gouldi
Aristas curtas e largas, margem periostracal estreita e de
tamanho igual nas duas faces; cones em forma afunilada,
bem espagados uns dos outros ........ Bankia carinata *

Aristas longas e serrilhadas (fig. 19); margem periostracal
larga; serrilhados da margem externa curtos, serrilhados
da margem interna longos e agudos (fig. 20); bordo da
porgéo calcaria em forma de “V" profundo (fig. 21) ....
................................... Bankia fimbriatula
Aristas curtas e serrilhadas (fig. 24); margem periostra-
cal larga; serrilhados agudos e de tamanho equivalente
nas duas margens; cones em forma de tulipa moderada-
mente espacados; margem da porcdo calcaria em forma
de “U” (fig. 23) ..ovviniiiiiiiinnnnn. Bankia rochi
Aristas curtas e largas (fig. 25); margem periostracal es-
treita; serrilhados das duas margens curtos e de tama-
nhos equivalentes; porgédo calcéria quase atingindo a base
dos serrilhados (fig. 26) ............ Bankia bagidaensis

Lyrodus floridanus (Bartsch, 1922)
(figs. 1-2)

* Espécies ndo registradas no presente levantamento, mas referidas

para o litoral sudeste do Brasil.

Teredo (Teredops) floridana Bartsch, 1922:28, est. 22, fig.
1; est. 33, fig. 1.

Lyrodus pedicellatus Turner, 1966:116, est. 1, fig. B
Lyrodus floridanus; Turner, 1983:66, figs. 1-4.
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Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.

8
2
3.
4
5

FiG.4 FiC.3

Lyrodus floridanus. Face externa da paleta.
Lyredus floridanus. Face interna da paleta.
Neoteredo reynei. Parte posterior do animal.
Neoteredo reynei. Face externa da paleta.
Neoteredo reynei. Face interna da paleta.

FIG.s
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1mm

3mm

Fig.
Fig.
Fig.

Fig. 9.
Fig. 10.
Fig. 11.
Fig. 12.
Fig. 13.

adin -

FiG.12

J- FIG.50
Teredo navalis. Face externa da paleta.
Teredo navalis. Face interna da paleta.
Teredo bartschi. Face interna da paleta.
Teredo bartschi. Face externa da paleta.
Teredo mindanensis. Face interna da paleta.
Teredo mindanensis. Face externa da paleta.
Mausitora fusticula. Face externa da paleta.
Nausitora fusticula. Face interna da paleta.
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Fig

Fig.

Fig
Fig
Fig

Smm

Fior

L]

FIG®

% £16.20
FIC. FIG.16
. 14. Nausitora ﬁxsticula. Por¢édo terminal, com paletas e sifées tentaculados.

15. Bankia gouldi. Face externa da paleta.
. 16. Bankia gouldi. Face interna da paleta.
. 17. Bankia fimbriatula. Face externa da paleta.
. 18. Bankia fimbriatula. Face interna da paleta.

Fig. 19. Bankia fimbriatula. Face externa de um cone da paleta.

Fig.

20. Bankia fimbriatula. Face interna de um cone da paleta.
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Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.

2 mm

21.
22.
23.
24.

25.
26.

27.

Bankia
Bankia
Bankia
Bankia
Bankia
Bankia
Bankia

FiG.25

Fio.1

FiC.24

rochi. Face externa da paleta.

rochi. Face interna da paleta.

rochi. Face interna de dois segmentos da paleta.

rochi. Face externa de dois segmentos da paleta.
bagidaensis. Face externa de um cone individual da paleta.
bagidaensis. Face interna da paleta.

bagidaensis. Face externa da paleta.
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ANEXO C — CODONCODE ALIGNER: TRABALHO SEQUENCE, BRR_42_ok e

BRR_44 ok
= CodonCode Algner
CodonCode Aligner: trabalho sequence, BRR 42 ok
2 de Julho de 2025 16h29mindls GFT - - :
Page 1 of 4 Peete e ]

<< BRR-42-58-1... TTATE AAGTH AGCHE clcic coclfl callld acacE TEcER AfjccT
o o o o Gk el o 2o e
1 Is 11 he 21 T2 a1 |36 142

BRR_42_ok TTATG AAGT AGCBG cficBc oGl GAGTA AcAacE DEGET AAcCT

<< BRR-42-S5¢

<< BRR-42-38-1... GCCCA TaBGA GIcec ATAME Tccce caalie oo BrakT Accee

<< BRR-42-55-1... Geccl MRBca fircs Tclce camac coece frafll ac
las Is1 Iss ler les I7n lie  ls1  lss
BRR_42_ok GoecB TaBca @rece Banfll Tcces canac cocee fraBT accee

<< BRR-42-33-1... ATAAC ATTTT GAAC‘ GCATG lTT'G ARATT GARAG GCGGI TTCGE
<< BRR-42-8S-1... !gglc ATTTT G aré orrfe A»allr canlé Eceoc T18GE
o1 lss liox lice li1z lize a2z lize lim:
BRR_42_O k ATRAC ATTTT GAAC' GCATG GTT'G AAATT GAAAG GCGGC TTCGG
<< BRR-42-33- . CTlTC ACTTA TGGAT GG'CC CGCGT CGCAT TAGCT AGTIG GIGAG

4 1

<< BRR-42-33-1... C'GTC AlTTA TGGAT GGACC CGCGT !GCAT FGCT AGTTG GTGAG
lizs6 liza lize lisi lise lier lies l171 l17s

BRR_42_0k CTGTC ACTTA TGGAT GGACE CGCGT CGCAT TAGCT AGTTG GTGAG

<< BRR-42-8S-1... GTAAC GGITC ACCARA GGCRA CGATG CGTAG CCGAC LETGAG AGGGT

<< BRR-42-85-1 . GTRAC GGCTC ACCARAR GGCRA CGATG !GTAG CCGAC ETGAG AGGG'
lia1 ligs l1o1 lioe l2or lzoe 1211 215 221

BRR_42_Ok GTAAC GGETC ACCAAR GGCRA CGATG CGTAG CCGAC CTGAG AGGGT

<< BRR-42-85-1... GATCG GCCAC ACTGG GA'TG ACACA CGGEC CAGAE TCCTA CGGGA

<< BRR-42-85-1... GATCG 'CCAC aclicG GAlTG Acach coolic cAcac TCCTA CGGGA
l226 l231 1236 l241 l246 l2s1 l2s6 l2e1 lase

BRR 42_ok cBrce eecac actec calfre Beaca ceoBc cBoac TeeTa coeGA




CodonCode Aligner: trabalho sequence, BRR 42 ok
2 de Julho de 2025 16h29min42s GFT - T

CodanCode Aflglﬂ

Page 2 of 4
<< BRR-42-88-1... GGCAG CHéTA GGGAR TéTTC CGCAA TGGAC GAAAG TCTGA CGGAG
<< BRR-42-83-1... GGCAG CAGTA GGGARA TCTTC CGCAR TGGAL GAAAG TCIGA CGGAG
l271 1295 1281 lase loor l2e6 |01 308 1311
BRR_42_ok GGCAG CAGTA GGGAA TCTTC CGCAA TGGAC GAAAG TCTGA CGGAG
<< BRR-42-33-1... CAACG CCGCG TGAGT GATGA AGGCT TTCGG GTCGT AAAAC TCTGT
<< BRR-42-85-1... CAACG ¢CGCG TGAGT calica acecl] BEcBE crlor anaaf mlroT
316 321 l326 I331 ls336 lsar 346 I3s51 I3s6
BRR 42 ok CAACG CCGCG TGAGT GATGA AGGCH TTCGG GICGT AAAAC TCTGT
<< BRR-42-33-1 . TGTTA GGGAA GARACA AGTG”_‘C‘ TAGTT GAATA AGlIG GCACC TTGAC
<< BRR-42-85-1... TGITA GGGAA GAACA AGTEE TAGIT GAATA AGCTG GCACC TTGAC
l3s1 l3ss l371 ls76 lssr lzss lzsx lzss laoz
BRR_42_Ok TGTTA GGGAA GAACA AGTGG TAGTT GAATA AGCTG GCACC TTGAC
<< BRR-42-33-1... GGTAC CTAAC CAGAA AGCCA CGGCT AACTA CGTGC CAGCA GCCGC
<< BRR-42-83-1... GGTAC CTAAC CAGAA AGECA CGGCT AALTA CGTGC CAGCA GCCGC
laos la11 laie 221 laze lazi lazs laaz laas
BRR_42_Ok GGTAC CTAAC CAGAR AGCCA CGGCT AALTA CGTGC CAGCA GCCGC
<< BRR-42-88-1... GGTAA TAéGT AGGTG GCAAG CGTTA TCCGG ARATTA TTGGG CGTAA
<< BRR-42-53-1... GGTAA TACGT AGGTG GCAAG CGTTA TCEGG RATTA TTGGG CGTAA
BRR-42-SS-1508. .. cBe ccTAa
BRR-42-S5-1508. .. ¢ comhl
lss1 lase lasr lzse lazn la7e lasi lass laon
BRR_42_ok GGTAA TAGGT AGGTG GCAAG CGTTA TCCGG AATTA TTGGG CGTAA
<< BRR-42-88-1... AGCGC GCGCA GGTGG TTTCT TAAGT ETGAT GTGAA AGCCC ACGGC
<< BRR-42-85-1... AGCGC GCGCA GGTGG TTTCT TAAGT CTGAT GTGAA AGCCC ACGGC
BRR-42-58-1508... s6cGe oeoch CONee Wiied f8-cr <HEAE ci-B Eiccc EEccl
BRR-42-55-1508... ~GEGC GCC ' \ cce e

l196
BRR 42 ck AGCGC

I501
GCGCA

GGTGG

526
CTGAT GTGAA

AGCCC

ACGGC
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CodonCode Aligner: trabalho sequence, BRR 42 ok

2 de Julho de 2025 16h29min42s GET
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CodanCode Aligner
zﬁ L;;

<< BRR-42-88-1... TCAAC CGTGG AGGGT
<< BRR-42-55-1... TCARC CGTGG AGGGT
BRR-42-55-1508. . . [ICAAG BoicH ASEeq
BRR-42-55-1508. .. TG G8 A

541 528
TCAAC CGTGG AGGGT

BRR_42_ok

<< BRR-42-85-1... GAGGA AAGTG GAATT
<< BRR-42-53-1... GAGGA AAGTG GAATT
BRR-42-55-1508...
BRR-42-55-1508...

BRR 42 ok GAGGA RAGTG GAATT

<< BRR-42-33-1...
<< BRR-42-33-1... TGGAG GARCA CCAGT
BRR-42-38-1508... - GAACA CCAGT

TGGAG GAACA CCAGT

GGCGA
GGCGA
GGCGA
GGCGA

GAAAC TGGGA GACTT GAGTG CAGAA
GARAAC TGGGA GACTT GAGTG CAGAA

: Bff~c ocBR BBcEr crBrc CBBan

fiac TGGI_FETT M
s61 lses Is71 Is76 Iss1

GAAAC TGGGA GACTT GAGTG CAGAA

TGTAG CGGTG AAATG CGTAG AGATA
TGTAG CGGTG AAATG CGTAG AGATA

TGTAG CGGTG AAATG CGTAG AGATA

AGGCG ACTTT CTGGT CTGTA ACTGA
AGGEG ACTTT CIGGT CIGTA ACTGA

AIG. ABTTT CTGGT -GA

BRR-42-85-1508. . . F GAACA CCAGT
531 ls3s le41

BRR 42 ok TGGAG GAACA CCAGT

<< BRR-42-55-1... CACTG AGGCG CGARAR
<< BRR-42-53-1... CACTG AGGCG CGAAR
BRR-42-88-1508...
BRR-42-55-1508...

l626
GGCGA

661 666 671
AGGCG ACTTT CTGGT CTGTA ACTGA

: Ga
les: lese

GGGAG CAAAC iGGAT TAGAT -ACCCT
GGGAG CAAAC AGGAT TAGAT ACCCT

cHEAR ABcaf BT Accer

BRR_42_ok

CACTG AGGCG CGAARA

<< BRR-42-S8-1... GGTAG TCCAC GCCGT
<< BRR-42-58-1... GGTAG TCCAC GCCGT
BRR-42-38-1508... GGTAI TCCAC GCCGT
BRR-42-55-1508... GGTAG TCCAC GCCET

CAAAC AGGAE TABAT ACCCT
l701 l70s i711 76

GGGAG CAAAC AGGAT TAGAT ACCCT

AAGTG TTAGA GGGTT
AAGTG TTAGA GGGTT

g B

lv21 loze i1

BRR 42 ok GGTAG TCCAC GCCGT

751 756 761
GATGA GTGCT AAGTG TTAGA GGGTT
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<< BRR-42-88-1... TCCGC CCTTT AGTG' fGAAG TTAAC GCATT AAGCA CTCCG CCTGG
<< BRR-42-88-1... TCCGC: CCTTT AGTGE TGAAG TTAAC GCATT AAGCA CTCCG CCTGG

BRR-42-55-1508. .. T6CRC CBTTH 88 Tal8

BRR-42-85-1508...

771
BRR_42_ok TCCGC CCTTT AGTGC TGAAG TTAAC GCATT AAGCA CTCCG CCTGG
<< BRR-42-85-1... GGAGT ACGGE CGCAA GGC carnc GRBEN BACGS

<< BRR-42-83-1... GGAGT
BRR-42-85-1508...
BRR-42-88-1508...

CAAAG GAATT GACGG

BRR 42 ok GGAGT ACGGC CGCAA GGCTG AAACT CAAAG GAATT GACGG
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CodonCode Aligner: trabalho sequence, BRR 44 ok
2 de Julho de 2025 16h31minds GFT -

CodanCode Ahglﬂ

Page 1 of 4 P
<< BRR-44-835-1... TCTGT TTCAC CTCAT GGTGA AATAT TGAAA GACGG TTTCG GCEGT
|l Is i1 hie l21 lee 11 lze |4z
ERR_44_OK TCTGT TTCAC CTCAT GGTGA AATAT TGAAA GACGGE TTTCG GCIGT
<< BRR-44-35-1... CGCTA TAGGA TGGEC CCGCG GCGCA TPAGE TAGTT GGTGA GGTAA
Tae Isi Iss Tex Tes T71 l7e Tsx  Iss
BRR 44 ok CGCTA TAGGA TGGEC CCGCG GCGCA TTAGE TAGTT GGTGA GGTAA
<< BRR-44-88-1... CGGCT CACCA AGGCG ACGAT GOGTA GCCGA CETGA GAGGG TGATC
lon  loe  liox lioe liiz lize lazzi lize |1
BRR_44_Ok CGGCT CACCA AGGLCG ACGAT GLCGTA GCCGA CCTGA CGAGGG TGATC
<< BRR-44-33-1... GGCCA CACTG GGACT GAGAC ACGGEC CCAGA CTCCT ACGGG AGGCA
lizs liax lige lisi lise lier liss li71 l17s
BRR_44_Ok GGCCA CACTG GGACT GAGAC ACGGEC CCAGA CTCCT ACGGG AGGCA
<< BRR-44-35-1... GCAGT AGGGA !TCTT CCACA ATGGG CGAAA GCCTG ATGGA GCAAC
lis1 liss lis1 lise lzor lz0e6 1211 216 221
BRR_44_Ok GCAGT AGGGA lTCTT CCACA ATGGG CGRAR GCCTGC ATGGA GCAAC
<< BRR-44-583-1... GCCGC GTGAG TGARAG AAGGA TTTCG GTTCG TAAAA CTCTG TTGTA
lo2s 231 1236 l241 246 l251 l2s6 1261 l2ss
BRR_44_Ok GCCGC GTGAG TGAAG AAGGA TTTCG GTTCG TAAAA CTCTG TTGTA
<< BRR-44-85-1... AGGGA AGAAC AAGTA CAGTA GTRAAC TGGCT GTACC TTGAC GGTAC
I271 T276 l2s1 l2es 201 lose 1301 Ts06 I311
ERR_44_Ok AGGGA AGAAC AAGTA CAGTA GTAAC TGGCT GTACC TTGAC GGTAC
<< BRR-44-85-1... CTTAT TAGAA AGCCA CGGCT AACTA CGTGC CAGCA GCCGC GGTAA
316 Is21 Ts26 Isz1 ls3e lsa1 lzae Iss1 Isse
BRR 44 ok CTTAT TAGAA AGCCA CGGCT AACTA CGTGC CAGCA GCCGC GGTAA
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CodonCode Aligner: trabalho sequence, BRR 44 ok
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CodanCode Angm

Page 2 of 4
<< BRR-44-58-1... TACGT AGGTG GCAAG CGTTG TCCGG AATTA TTGGE CGTAA AGCGC
BRR-44-55-15009. . . G
lss1 lses 1371 1276 lzar lzse lse1 lzes l4oa
BRR 44 ok TACGT AGGTG GCAAG CGTTG TCCGG AATTA TTGGG CGTAA AGCGC
<< BRR-44-33-1... GCGCA GGTGG TTTCT TAAGT CTGAT GTGAA AGCCC ACGGE TCAAC
BRR-44-55-1509... GCGCA GGTGG TTTCT TAAGT CTGAT GTGAA AGCCC ACGGC TCAAC
laos lai1 laie Tazi laze lasi lase laar laas
BRR 44 ok GCGCA GGTGG TTTCT TAAGT CTGAT GTGAA AGCCC ACGGC TCAAC
<< BRR-44-35-1... CGTGG AGGGT CATTG GAARC TGGGA GACTT GAGTIG CAGAA GAGGA
BRR-44-85-1509... CGTGG AGGGT CATTG GAAAC TGGGA GACTT GAGTG CAGAA GAGGA
lasi lase lasi lase la7r la7e lasz lass laoa
BRR 44 ok CGTGG AGGGT CATTG GARAC TGGGA GACTT GAGTG CAGAA GAGGA
<< BRR-44-33-1... TAGTG GAATT CCAAG TGTAG CGGTG AAATG CGTAG AGATT TGGAG
BRR-44-33-1509... TAGTG GAATT CCARAG TGTAG CGGTG AAATG CGTAG AGATT TGGAG
lsss lso1 Isos Isi1 Isie Is2i Is26 Isz: Iszs
BRR_ 4 4_0 k TAGTG GAATT CCAAG TGTAG CGGTG AAATG CGTAG AGATT TGGAG
<< BRR-44-55-1... GRACA CCAGT GGCGA AGGCG ACTAT CTGGT CTGTA ACTGA CACTG
BRR-44-35-1509... GRACA CCAGT GGCGAR AGGCG ACTAT CTGGT CTGTA ACTGA CACTG
Isa1 Isas Iss1 Isse Issr Isee Is7: Is7e Isex
BRR_44_Ok GAACA CCAGT GGCGA AGGCG ACTAT CTGGT CTGTA ACTGA CACTG
<< BRR-44-25-1... AGGCG CGARA GCGTG GGGAG CARAC AGGAT TAGAT ACCCT GGTAG
BRR-44-585-1509. .. AGGCG CGAAA GCGTG GGGAG CARAC AGGAT TAGAT ACCCT GGTAG
Isss lsor lIsss leor lece lein leis ls2n lo2s
BRR 44 ok AGGCG CGAAA GCGTG GGGAG CARAC AGGAT TAGAT ACCCT GGTAG
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<< BRR-44-835-1... TCCAC GCCGT AAACG ATGAG TGCTA AGTGT TAGGG GGTTT CCGCC
BRR-44-558-1509... TCCAC GCCGT ARACG ATGAG TGCTA AGTGT TAGGG GGTTT CCGCC
lss1 ls3s lss1 lese lesi lese leer lses lsma
BRR 44 ok TCCAC GCCGT AAACG ATGAG TGCTA AGTGT TAGGG GGTTT CCGCC
<< BRR-44-38-1... CCTTA GTGCT GCAGC TAACG CATTA AGCAC TCCGC CTGGG GAGTA
BRR-44-55-1509... CCTTA GTGCT GCAGC TAACG CATTA AGCAC TCCGC CTGGG GAGTA
l676 les1 less lesr lese 701 l70e l711 lq1e
BRR 44 ok CCTTA GTGCT GCAGC TAACG CATTA AGCAC TCCGC CTGGG GAGTA
<< BRE-44-323-1... CGGTC GCAAG AC'GA AARCTC BRAGG A
BRR-44-85-1509... CGGTC GCAAG ACTGA AACTC AAAGG AATTG ACGGG GGCCC GCACA
l721 l726 1731 736 l7ar 746 l7s2 liss l7e1
BRR_44_Ok CGGTC GCAAG ACTGA AACTC AAAGG AATTG ACGGGE GGCCC GCACA
BRR-44-33-1509... AGCGG TGGAG CATGT GGTTT BATTC GAAGC AACGC GAAGA ACCTT
l766 l771 l776 l7s1 l7se l701 l796 lsor lsos
ERR_44_Ok AGCGG TGGAG CATGT GGTTT ARATTC GAAGC AACGC GAAGA ACCTT
BRR-44-55-1509... ACCAG GTCTT GACAT CCCGT TGACC ACTGT AGAGA TATGG TTTCC
lei:1 lsis le21 leze lsar leze lsai lsas les:
BRR_44_Ok ACCAG GTCTT GACAT CCCGT TGACC ACTGT AGAGA TATGG TTTCC
BRR-44-85-1509... CCTTC GGGGG CAACG GTGAC AGGTG GTGCA TGGTT GTCGT CAGCT
less lss1 less ls7n ls7s lesr lsss lsor ls9s
BRR_44_OK CCTTC GGGGG CAACG GTGAC AGGTG GTGCA TGGTT GTCGT CAGCT
BRR-44-55-1500... CCTGT CGTGA GATGT TGGGT TAAGT CCCGC AACGA GCGCA ACCCT
Toor Toos Toii Tsie Tezi leze lozi Tozs Tom
BRR_44_ok CGTGT CGTGA GATGT TGGGT TAAGT CCCGC AACGA GCGCA ACCCT
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BRR-44-88-1509... TGATC TTAGT TGCCA TCATT TAGTT GGGCA CTCTA AGGTG ACTGC
loss losi lsse lost lese lo7i le7s los1 lass
BRR 44 ok TGATC TTAGT TGCCA TCATT TAGTT GGGCA CTCTA AGGTG ACTGC
BRR-44-55-1509... CGGTG ACAAA CCGGA !GAAG GTGGG GATGA CGTCA AATCA TCATG
Too1 Toos li001 lioos Tio11 Tioie laoz: Tio26 T1031
BRR 44 ok CGGTG ACAAR ccGGA floanc GTGGG GATGA CGTCA AATCA TCATG
BRR-44-35-1509... CCCCT TATGA CCTGG GCTAC ACACG TGCTA CAATG GACGA TACAA
l1035 1021 lioge l1os1 liose lioer lioes lio71 l107s
BRR 44 ok CCCCT TATGA CCTGG GCTAC ACACG TGUTA CAATG GACGA TACAA

BRR-44-338-1509...

ACGGT TGCC

BRR 44 ok

li0s1 lioss
ACGGT TGCC
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ANEXO D — POTENCIAL GENICO DA BACTERIA Teredinibacter turnerae
MEDIANTE A SUA RESPOSTA MOLECULAR PARA DEGRADACAO DE
CELULOSE COMO FOMENTO PARA BIOPROCESSOS
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POTENCIAL GENICO DA BACTERIA Teredinibacter tumerae MEDIANTE A SUA REPOSTA
MOLECULAR PARA DEGRADACAO DE CELULOSE COMO FOMENTO PARA
BIOPROCESSOS

GENETIC POTENTIAL OF THE BACTERIUM Teredinibacter turnerae THROUGH ITS MOLECULAR RESPONSE
TO CELLULOSE DEGRADATION TO PROMOTE BIOPROCESSES

POTENCIAL GENETICO DE LA BACTERIA Teredinibacter tumerae A TRAVES DE SU RESPUESTA MOLECULAR
A LA DEGRADACION DE LA CELULOSA PARA PROMOVER BIOPROCESOS
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Resumo: Os atuais desafios biotecnoldgicos estio relacionados com a busca de novos produtos on processos que
apimorem ou sanem problemas existentes nas indistnas alimenticias, energéticas e farmacoldgicas. Uma dessas
problemadticas envolve a producio de biocombustiveis de 2° geracio, que apesar de promissores, apresentam algumas
limitacBes. Os moluscos da familia Teredinidae, conhecidos como vermes perfuradores de madeira, estio presentes nas
regides maritimas e nas regides de mangue e contam com o auxilio de sua complexa microbiota associada a qual realizam
a degradacio de polissacarideos complexos e lenhosos. A Teredinibader turerae € uma das principais bactérias responsaveis
por essa atividade metabdlica e estdo alojadas na regiio das brinquias do molusco. Com base nas mformacées levantadas
em artigos, dissertacdes e teses, foi conduzido uma investigacio bibliografica a fim de investigar o potencial para o
aprimoramento do atval processo que permite o reaproveitamento dos residuos do setor sucroaleooleiro, assim
revolucionado o processo brasileiro de obtengio de energia. Denctou-se, portanto, o grande potencial pnémico da T.
furmeras em processos que necessitam da quebra da celulose. Entietanto, observou-se também a participacio de outios
protagonistas que favorecem ou potencializam esta resposta metabolica secundéria.

Palavras-chave: Bioprospeccio. Lignocelulésica. Microbiota. Terealiiidae.

Abstract: Curtent biotechnological challenges are related to the search for new products or processes that improve or
solve existing problems in the food, energy and pharmacological industries. One of these problems involves the
production of 2nd generation biofuels, which, despite being promising, have some limitations. Molluscs from the
Teredinidae family, known as wood-boring worms, are present in mantime tegions and mangrove regions and rely on the
help of their complex associated microbiota, which carcy out the depradation of complex and woody polysacchandes.
Teredinibacter turnerae is one of the main bactena responsible for this metabolic activity and is housed in the gill region
Df the mD]]'LlEk. Bﬂsed on JI.IlfDI'lTIﬁl'iDll CD]]ECtEd i.l'l thil:].ES, diSSEl'tﬂtiDnS aud ﬂlESES, a bil)liugmphica.{ i.nvesﬁgﬂtiun Was
conducted in order to mvestigate the potential for improving the curtent process that allows the reuse of waste from the
sugar and alcohol sector, thus tevolutionizing the Brazilian process of obtaining energy. Therefore, the great gnomic
potential of T. turnerae in processes that require the breakdown of cellulose was noted. However, the participation of
other protagonists that favor or enhance this secondary metabolic response was also observed.

Keywurds: Biop:ospecﬁng. I.ignoce]]tﬂcvsic. Microbiota. Teredinidae.

Resumen: Los desafios biotecnoldgicos actuales estin relacionados con la buisqueda de nuevos productos o procesos que
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ANEXO E — PROTEINAS PUTATIVAS COM DOMINIOS CATALITICOS
MULTIFUNCIONAIS CELAB ORIUNDO DA EXPRESSAO GENOMICA DA
BACTERIANO SIMBIOTICO VISCERAIS DE INVERTEBRADO MARINHO

XILOTREPTICO

Brazilian Journal of [
BIOLOGICAL
SCIENCES

Proteinas Putativas com Dominios Cataliticos Multifuncionais CelAB Oriundo da
Expressio Genomica da Bacteriano Simbidtico Viscerais de Invertebrado Marinho
Xilotréptico

Fernando Gil Mesquita de Freitas Gongalves', Francisco Alexandre Castro Santos?, Jodo Carlos
da Costa Assuncio?

Resumo. A crescente demanda por altemativas sustentiveis nos setores Submitted on:
alimenticio, farmacolégico e energético tem impulsionado a pesquisa em 06/16/2025
biomassa lignoceluldsica, wma fonte renovavel composta por celulose, Accopted o
hemicelulose e lignina. Sua conversao eficiente em biocombustiveis requer 06/20/2025
tecnologias avangadas, como o uso de microrganismos ¢ enzimas

especializadas. Nesse contexto, destaca-se a simbiose entre o molusco Published on:
Neoteredo reynei e a bactéria celulolitica Teredinibacter turnerae. Essa 07/23/2025
relagdo simbiotica permite a degradacio de madeira submersa, gragas a Bpge
produgdo de enzimas como a CelAB, uma celulase multifuncional com 3 Full Text Arficle

dominios cataliticos e de ligagio a carboidratos (CBMs), fundamentais na
quebra de fibras lignoceluldsicas. Estudos gendmicos revelam que T.
turnerae possui uma diversidade de genes codificadores de glicosil hidrolases
e vias biossintéticas como PKS e NRPS, responsaveis por compostos
bioativos com aplicagdes farmacologicas e ecologicas. A CelAB, em
particular, apresenta versatilidade catalitica, sendo promissora para
bioprocessos industriais. A analise do microbioma branquial de N. revnei
confirma o papel crucial das bactérias simbidticas na digestdo da madeira e
na produgdo de metabélitos secundarios. Lste artigo de revisio ressalta o
potencial biotecnoldgico dessas enzimas na conversdo de biomassa em
produtos de alto valor agregado. O estudo da interagao simbidtica em
ambientes como manguezais brasileiros amplia a compreensdio ecologica e
evolutiva de N. reynei, oferecendo novas perspectivas para a aplicacdo de
enzimas multifincionais em processos sustentaveis de biorrefinaria.

Palavras-chave: Biocombustiveis. Biomassa Lignocelulosica.
Biotecnologia. Glicosideos Hidrolases. Teredinibacter turnerae.

DOT:10.21472/bjbs.v12n27-004

Putative CelAB Protein with Multifunctional Catalytic Domains Originating from the Genomic
Expression of Visceral Symbiotic Bacteria in Marine Xylotrophic Invertebrates

Abstract. The growing demand for sustainable solutions in the food, pharmaceutical, and energy sectors
has driven interest in lignocellulosic biomass as a renewable raw material. Its efficient conversion into
second-generation biofuels requires advanced technologies, particularly those involving specialized
microorganisms and enzymes. In this context, the marine bivalve Neoteredo reynei and its svmbiotic
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ANEXO F — Bacillus spp. E Lysinibacillus spp. COMO CANDIDATOS A
DEGRADAQAO LIGNOCELULOSICA EM TEREDINIDAE: EVIDENCIAS,
LACUNAS E PERSPECTIVAS BIOTECNOLOGICAS

Brazilian Journal of

Bacillus spp. e Lysinibacillus spp. como Candidatos a Degradagio Lignocelulosica
em Teredinidae: Evidéncias, Lacunas e Perspectivas Biotecnologicas

Fernando Gil Mesquita de Freitas Gongalves!, Francisco Alexandre Castro Santos?, Jodo Carlos
da Costa Assungiio®

Resumo. A biomassa lignoceluldsica representa uma fonte estratégica para Submitted on:
a produgdo de biocombustiveis de segunda geraglo, mas sua estrutura 09/22/2025
complexa demanda sistemas enzimadticos especializados para a degradagéo.

s L " i Accepted on:
Bactérias dos géneros Bacillus e Lysinibacillus destacam-se pela producdo 09/25/2025
de enzimas lignoceluloliticas, muitas vezes ativas em condicdes extremas, o
que as torna candidatas promissoras para aplicagdes biotecnologicas. Neste Published on:

11/19/2025

estudo, investigou-se a ocorréncia desses Firmicutes no molusco xilofago
Neoteredo reynei (Teredinidae), coletado em manguezal da APA da Open Accss
Sabiaguaba (CE). Foram 1soladas duas linhagens bacterianas, idenfificadas 8 Full Text Article
por sequenciamento do gene 165 tRNA como Bacillus wiedmannii
(BRR _42) e Lysinibacillus fusiformis (BRR 44). Ambas apresentaram
crescimento em substrato lignoceluldsico, sugerindo atividade hidrolitica
sustentada. A presenca dessas bactérias em N. reyner indica possivel papel
complementar na digestdo de madeira, tradicionalmente atribuida a
simbiontes como Teredinibacter turnerae. O potencial dessas linhagens para
a produgdo de enzimas termoestaveis e halotolerantes reforga sua relevancia
como biocatalisadores em processos de biorrefinaria. O estudo também
ressalta a necessidade de abordagens metagenomicas e protedmicas para
elucidar a contribuigdo funcional desses Firmicutes em simbioses marinhas.

Palavras-chave: Biocatalise. Firmicutes. Lignocelulose. Neoteredo reynei.
Simbiose.

DOI:10.21472/bjbs.v12n27-045

Bacillus spp. and Lysinibacillus spp. as Candidates for Lignocellulosic Degradation in
Teredinidae: Evidence, Gaps, and Biotechnological Perspectives

Abstract. Lignocellulosic biomass is a strategic resource for second-generation biofuel production;
however, its complex structure requires specialized enzymatic systems for efficient depradation.
Bacteria of the genera Bacilius and Lysinibacillus are recognized for producing lignocellulolytic
enzymes, often active under extreme conditions, making them promising candidates for biotechnological
applications. In this study, we mvestigated the occurrence of these Firmicutes in the wood-boring bivalve
Neoteredo reynei (Teredinidae), collected from the Sabiaguaba Environmental Protection Area (CE,
Brazil). Two bacterial strains were isolated and identified by 16S RNA sequencing as Bacillus
wiedmannii (BRR_42) and Lysinibacillus fusiformis (BRR 44). Both strains exhibited growth on
lignocellulosic substrates, suggesting sustained hydrolytic activity. Their presence in N. reynei raises the
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