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ABSTRACT

There is a growing demand for new enzymes that enable cost reduction and efficiency improve-
ment in industrial processes without harming the environment. Using classical methods of microbiol-
ogy and biochemistry we can obtain less than 1% of the information contained in an environment.
This is because the vast majority of microorganisms are not cultivable. Thanks to the advancement of
metagenome and bioinformatics techniques, new possibilities for the industry are revealed. Here,
the bioprospecting of the invasive snail microbiota for use in the biofuel industry is discussed.
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INTRODUCAO

A bioprospeccdo pode ser definida pela
busca na natureza de recursos genéticos e bio-
quimicos para a obtencdo de novos produtos ou
processos com fins comerciais. O homem sempre
buscou novos medicamentos, alimentos e inspi-
racdo para a resolucdo de seus problemas com a
observagdo e exploragdo dos ecossistemas nat-
urais. Contudo, até recentemente o estudo dos
micro-organismos ambientais estava limitado a
uma pequena parcela (Rondon et al., 2000). Sa-
be-se atualmente que a grande maioria dos mi-
cro-organismos nao ¢ capaz de ser cultivado e
com isso estudado e explorado com os métodos
classicos (Whitman et al., 1998), seja porque
ndo conseguem sobreviver sem a presenga de
um outro organismo ou simplesmente porque
ainda nao se desenvolveram métodos e meios de
cultivo apropriados para determinada espécie.

Vale ressaltar que existem mais micro-organis-
mos nos nossos mares do que estrelas no uni-
verso (Whitman et al., 1998; Gilbert, 2010). No
corpo humano, temos pelos menos dez vezes
mais micro-organismos do que nossas propri-
as células e cerca de cem vezes mais material
genético microbiano do que o nosso (Berg,
1996; Qin et al., 2010). Na verdade, o mundo
microbiano e suas potencialidades comecgaram
a ser reveladas gracas aos recentes avangos nas
tecnologias de sequenciamento do DNA em lar-
ga escala e o desenvolvimento de ferramentas
e métodos computacionais para processa-las.

A metagenoma consiste em estudar todo
o material genético contido em um determina-
do ambiente. Para tanto apo6s a coleta, o DNA
total ¢ extraido e sua informacdo bioldgica ¢
revelada por sequenciamento e técnicas com-
putacionais (Wooley et al., 2010), desse modo
ndo ha mais a necessidade de se isolar e culti-
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var os micro-organismos. Temos agora a capa-
cidade de obter sua informacdo genética dire-
tamente das comunidades microbianas em seus
habitats naturais. Em vez de olhar para algu-
mas espécies individualmente, somos agora ca-
pazes de estudar dezenas de milhares de genes,
tudo ao mesmo tempo. Os dados das sequén-
cias tomadas diretamente a partir do ambiente
constituem o que se denomina metagenoma,
ou seja, o conjuto de genomas de um deter-
minado ambiente (Handelsman et al., 1998).

O estudo da biodiversidade genética
microbiana tem proporcionado novos conheci-
mentos sobre a composi¢do das comunidades,
suas interacdes e fungdes ecologicas, infor-
magoes fundamentais para a compreensdo do
funcionamento dos mais variados ecossistemas
(Cardoso et al. 2011). Bem como, tem pro-
porcionado a descoberta e prospec¢do de no-
vos genes para a pesquisa aplicada (Cardoso
et al.,, 2010). Apesar da importancia natural,
social e econdmica, sdo ainda poucos os es-
tudos disponiveis da microbiota associada a
plantas, 4dgua, solos, insetos e outros animais
presentes no estado do Rio de Janeiro, espe-
cialmente no que tange a microbiota associada
a gastropodes terrestres (Cardoso et al. 2012).

IMPORTANCIA ECONOMICA

O etanol, também conhecido como al-
cool etilico, ¢ uma substancia obtida da fermen-
tacdo de carboidratos. No Brasil o etanol ¢ mui-
to utilizado como combustivel de motores de
explosdo, constituindo um mercado em ascen-
sdao. O mundo cada vez mais abre espago para
o comércio internacional de um combustivel
obtido de maneira renovavel (Goldemberg,
2007). O bioetanol ¢ o género que compreende
todos os processos de obtengdo de etanol cuja
matéria-prima empregada seja a biomassa,
como exemplo, a cana de agucar (sacarose)
e o milho (amido) pertencem a primeira ge-
racao de bioetanol e a celulose ¢ hemicelulose
(lignocelulose) das plantas podem incremen-
tar a segunda geracdo desse biocombustivel
(Goldemberg, 2008; Somerville et al., 2010).
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O Brasil ¢ o maior produtor mundial de cana-
de-actiicar com uma safra estimada em 338 mil-
hdes de toneladas (27% da producdo mundial).
A cultura de cana brasileira representa cerca
de 25% (cinco milhdes de hectares) da area
canavieira mundial, emprega cinco milhdes de
trabalhadores direta e indiretamente e ¢ a base
do programa bioenergético Pro-alcool. A cada
safra, o Brasil produz cerca de 350 milhdes de
toneladas de cana-de-acticar que sdo conver-
tidas em 14,5 milhoes de toneladas de agucar
e 15,3 bilhdes de litros de alcool, o que leva
0 pais a economizar na importacdo de aproxi-
madamente 260.000 barris de petroleo por
dia (Goldemberg, 2007; Goldemberg, 2008).

Além disso, o uso de alcool como com-
bustivel contribui significativamente para a
diminui¢do da polui¢do e aquecimento global
emitindo 13% menos NOx, 57% menos CO e
64% menos hidrocarbonetos do que o uso de
combustiveis fosseis. Qualquer biocombustivel,
além de ter que ser economicamente viavel e
ecologicamente limpo (com menor impacto am-
biental) necessita também de tecnologias que ga-
rantam a sua produ¢do com balangos energéticos
altamente positivos (Somerville et al., 2010).

No caso da producao de etanol a par-
tir da cana-de-agucar, o Brasil ¢ o pais mais
competitivo do planeta. Contudo, os gover-
nos europeus € norte-americano t€ém investi-
do bilhdes de dodlares em subsidios e em tec-
nologia para dominar a producdo de etanol.

Os pregos oscilantes do petrdleo e
questdes ambientais criam oportunidades para
o aumento da producdo de alcool. Torna-se,
portanto essencial o entendimento e desenvolvi-
mento de técnicas e processos biotecnologicos
mais eficientes para suprir o aumento desta de-
manda (Ragauskas et al., 2006; Rubin, 2008).

Recentemente, tem sido proposta a uti-
lizagdo de rejeitos da agricultura, como bagago
de cana-de-actcar, em especial o uso da celu-
lose (o componente mais abundante da parede
celular das plantas) para a producdo de etanol,
o chamado celunol (Rubin, 2008). Varios pes-
quisadores previamente tentaram o desenvolvi-
mento de um processo eficiente e barato para
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para a producado de etanol a partir de celulose da
biomassa vegetal usando bactérias e leveduras
recombinantes (Ingram et al., 1998; Aristidou &
Penttila, 2000), mas até o momento economi-
camente sem successo. Assim, torna-se funda-
mental na biotecnologia moderna dos biocom-
bustiveis a busca de novos micro-organismos e
enzimas que possam desenvolver, mas efetiva
e eficientemente, os processos de conversdo de
materiais lignoceluldsicos em carboidratos fer-
mentéaveis. O dominio do processo deste tipo ¢
necessario ndo somente para lideranga no setor
de bioenergia como também necessario para
resolu¢do de problemas ambientais tais como
aquecimento global e a constru¢do de uma so-
ciedade independente de combustiveis fosseis.

OS CARAMUJOS

O gastropode terrestre Achatina fulica ¢
originario da Africa e foi introduzido no Brasil
(Parand) por volta de 1988, por criadores de es-
cargot europeu (Helix aspersa). Estes criadores
acreditaram que a introdugdo desta espécie de
caramujo seria uma alternativa viavel economi-
camente, pois sdo animais que se reproduzem in-
tensamente, com rapido crescimento e fornecem
mais carne do que os caramujos Helix aspersa.
No entanto, os consumidores ndo apreciaram o
sabor, textura e o aspecto da carne deste novo
caramujo. O que seria uma alternativa viavel tor-
nou-se impraticavel devido a rejei¢cdo do merca-
do a Achatina fulica (Thiengo et al., 2007). No
entanto, 0s animais mantiveram seu processo
reprodutivo, proliferando de forma desordenada
até que os proprietarios, de forma catastrofica
para o meio ambiente, jogaram estes animais
na natureza. Devido a alta adaptabilidade da
espécie, ndo encontraram dificuldades para
crescer e multiplicar-se intensamente em todo
territorio brasileiro (Albuquerque et al., 2008).

Assim, muito abundante no nosso pais, e
de facil criacdo e manutengao em cativeiro, a A.
fulica pode alcangar 200 g quando adulto. Car-
acteriza-se por ser uma espécie rastica que pos-
sui carne mais escura do que a espécie européia
e melhor adaptacdo ao clima tropical brasileiro,
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além de possuir alta produtividade, podendo
ter seis posturas ao ano, com uma média de
300 ovos a cada postura (Thiengo et al., 2007).

Poucas celulases tém sido isoladas de
moluscos. Entre estas incluem endoglucanases
de Helix pomatia (Marshall & Grand, 1976) e
Dolabella auricularia (Anzai et al., 1988). Mui-
to pouco tem sido feito em relacdo a celulases de
A. fulica (Maeda et al., 1996; Teng et al., 2010).
Ainda ndo se conhece se as atividades enzimati-
cas lignoceluloliticas previamente identifica-
das no seu suco digestivo, sdo provenientes do
proprio caramujo ou de sua microbiota residente.

O suco digestivo, produzido pela glan-
dula digestiva, ¢ encontrado em grande quan-
tidade (cerca de 5% do peso total do animal)
preenchendo uma parte significativa do tubo
gastrointestinal. A concentra¢do de proteina no
suco digestivo ¢ de aproximadamente 200 mg/
ml (Maeda et al., 1996). Embora as enzimas
encontradas no suco digestivo de gastrépodes
terrestres sejam pouco estudadas, algumas ativ-
idades estdo bem identificadas. Encontramos en-
tre outras, lipopolissacaridase, a-glicuronidase,
muramidase, xilanase, pectinase, amilase, celo-
biase, sacarase, quitinase e celulase. A atividade
celulasica ¢ significativa mesmo quando se usa
celulose cristalina como substrato (Cardoso et
al. Dados nao publicados). Resultados prelimi-
nares mostram que o suco digestivo apresenta
uma atividade celuldsica em torno de 2 mg de
glicose por minuto por ml de suco digestivo,
usando como substrato celulose cristalina co-
mercial. O que significa uma disponibilidade
teorica de glicose para utilizacdo pelo animal de
6 a 8 mg por minuto. Além disso, uma carac-
teristica importante das enzimas do suco diges-
tivo deste caramujo € a sua grande estabilidade.
O namero total de micro-organismos no intes-
tino dos invertebrados pode alcancar um titulo
tdo alto quanto 1011/ml. Estes micro-organ-
ismos desempenham um papel fundamental
na digestdo do alimento e sdo de extrema im-
portancia ecologica no ciclo global de carbono.
Para compreender a complexidade da estrutura
e fungdo das enzimas endogenas dos caramujos
bem como de sua microbiota serd de suma im-
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portancia reconhecer e quantificar as principais
reacdes metabolicas que se processam no seu
aparelho digestivo. Para isso, a metagenoma
se torna essencial. Assim, tanto o animal como
sua microbiota sdo importantes fontes de enzi-
mas que necessitam ser mais bem estudados.

O caramujo africano pode ser respon-
savel pela transmissdo de verminoses, per-
turbacdes gastricas e até meningites, além
de causarem grandes prejuizos a lavouras
e plantagdes comerciais por se alimenta-
rem de qualquer tipo de vegetacdo (Thien-
go et al, 2007; Albuquerque et al., 2008).

No Estado do Rio de Janeiro, o nimero
de municipios com registros de ocorréncia de
A. fulica aumentou sete vezes de 2002 a 2006,
com presen¢a confirmada em pelo menos 57
dos 92 municipios do estado (Thiengo et al.,
2007). Novos registros de A. fulica no Estado
do Rio de Janeiro revelam a auséncia de invasao
em apenas nove municipios (Zanol et al., 2010).
Além dos ambientes antropicos (quintais, terre-
nos baldios e cultivos agricolas), essa espécie
de caramujo ocorre também em areas de pro-
tecdo ambiental, como no Parque Municipal
Ecoldgico Grumari, na Reserva Biologica de
Pocos das Antas (Faraco e Lacerda, 2004) e
nos Parques Estaduais do Chacrinha, da Pedra
Branca e da Ilha Grande (Santos et al., 2002).

No municipio do Rio de Janeiro, por ex-
emplo, dos 181 bairros existentes, 155 possuem
locais de infestagdo por essa espécie (Thiengo
et al., 2007; Zanol et al., 2010). Além de seu
poder destrutivo da flora e fauna locais e de seu
potencial em carrear parasitas, pouco se sabe
sobre a microbiota associada a esses animais.
Recentemente, determinamos e identificamos
por métodos moleculares novas espécies de
bactérias presentes no trato digestivo deste car-
amujo (Cardoso et al. 2012) revelando que esta
espécie de caramujo atua como um reservatorio
de novas cepas com interesse na saude (poten-
cialmente patogénicas), bem como cepas pos-
suidoras de enzimas degradadoras de biomassa
vegetal o que explica em parte a alta capacidade
digestiva deste animal. A relevancia pela busca
de novas enzimas e micro-organismos celuloliti-
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cos ¢ demonstrada pelo aumento do niumero de
projetos e artigos focando a microbiota do trato
digestivo de animais como cupins, bois, cangu-
rus, pandas e ruminantes de uma forma geral
(Warnecke et al., 2007; Brulc et al., 2009; Hess
etal., 2011; Popeetal., 2010; Zhu et al., 2011).
A maioria das bactérias dos caramujos ainda
ndo foi cultivada em laboratorio e ha neces-
sidade de um estudo mais detalhado destes
micro-organismos utilizando-se ferramentas
moleculares bem como incrementar o estudo de
suas enzimas. Assim a eficiéncia dos caramujos
e sua microbiota associada em degradar comp-
ostos lignoceluloliticos pode servir como fonte
de enzimas para utilizacdo em varios processos
biotecnoldgicos, tais como o uso das glicosil hi-
drolases (GHs) na producao de biocombustiveis.
A celulose ¢ a biomassa mais abundante do pla-
neta (Tomme et al., 1995). Ela ¢ uma forma po-
limerizada de moléculas de glicose com ligagdes
B-1,4 consistindo de formas compostas de mi-
crofibrilas cristalizadas entre matrizes amorfas,
que dificulta o acesso de enzimas hidrolisantes.
Trés maiores passos no processo de conversao
dos carboidratos em etanol sdo conhecidos:
pré-tratamento termoquimico para aumentar
os acessos das enzimas a celulose; sacarifica-
¢ao enzimatica, com o uso de celulases e em al-
gumas ocasides de hemicelulases e o processo
fermentativo dos agtcares liberados por micro-
organismos especializados (Ragauskas et al.,
2006). Assim, torna-se fundamental na biotec-
nologia moderna dos biocombustiveis a busca
de novos micro-organismos € enzimas que pos-
sam aprimorar este processo (Rubin, 2008).
As celulases sdao grupos de enzimas hidroliticas
que possuem a habilidade de hidrolisar celulose
insolivel em seu monomero — glicose. As celu-
lases compreendem trés tipos de enzimas: endo-
glucanases, as quais clivam liga¢des glicosidicas
internas B-1,4, exoglucanases, também conheci-
da como celobioidrolases, que agem nas cadeias
de celulose liberando cadeias menores celo-oli-
gossacarideos e B-glucosidases, as quais hidro-
lisam os celo-oligossacarideos soluveis liberan-
do glicose. = Micro-organismos celuloliticos
desenvolveram formas complexas de sistemas
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celuloliticos, os quais hidrolisam ati-
vamente as fibrilas de celulose (Thom-
me et al., 1995).

Torna-se assim importante, continuar
a busca de novas enzimas e micro-organis-
mos que possam incrementar a producdo de
bioetanol a partir de estruturas complexas
e desenvolver, a baixo custo € com maior
eficiéncia hidrolitica, celulases e hemicelu-
lases comerciais para trabalhar sinergicamente
na producdo deste biocombustivel, degradan-
do polissacarideos complexos, como os do
bagaco da cana-de-acglicar e residuos da ag-
ricultura em monossacarideos fermentaveis.

Da moagem de uma tonelada de cana,
uma usina produz, em média, 153 quilos de
melaco (agucar e etanol), 165 quilos de palha
e 276 quilos de bagaco residual. A conversao
industrial da biomassa lignoceluldsica em eta-
nol de modo a alcangar rendimentos que a tor-
nem competitiva em relagdo aos combustiveis
fosseis necessita de enzimas estaveis e ativas
em condi¢des de alta temperatura e/ou de pH
baixo e com alta eficiéncia catalitica (Somer-
ville et al., 2010). A metagenoma e a utiliza-
cdo de ferramentas computacionais para lidar
com a enxurrada de informagdes e sequén-
cias se tornam cada vez mais necessarias.

POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DA
DIVERSIDADE MICROBIANA

Além da grande experiéncia na producdo
do etanol, outro diferencial competitivo do Bra-
sil para o desenvolvimento e lideranca neste
setor ¢ sua notavel biodiversidade, infelizmente
ainda pouco explorada (Cardoso et al., 2003;
Alquéres et al., 2007; Cardoso et al., 2011).

Sdo cerca de 200 mil espécies de plantas,
animais € micro-organismos ja registrados e es-
tima-se que este niimero possa chegar a mais de
um milho de espécies. E praticamente um quin-
to de toda a biodiversidade mundial distribuida
em seis biomas (Amazonia, Cerrado, Caatinga,
Mata Atlantica, Pantanal e Pampa), além da
Zona Costeira e Marinha (Cardoso et al., 2003).

Indubitavelmente a Mata Atlantica ¢ um
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dos biomas com mais alta biodiversidade no
nosso planeta. Além disto, altissimo endemismo
de espécies de animais e plantas salienta ainda
mais a sua importancia, mas, paradoxalmente,
¢ também neste bioma que se observa uma das
mais altas taxas de perda de biodiversidade. Hoje
menos de 10% da cobertura original de mata ai-
nda € preservada. Até o presente, ja foram docu-
mentadas mais de 30 mil espécies de plantas e
animais, muitos dos quais estdo ameacados de
extin¢do. Por outro lado, nao se tem idéia sobre
os tipos microbianos presentes na Mata Atlan-
tica e em associacdo com animais e plantas.

Um estudo recente publicado no periodi-
co Science com base em bibliotecas de rDNA
16S sugeriu que existiriam pelo menos 10 mil-
hoes de novas espécies de bactérias associadas
com plantas da Mata Atlantica (Lambais et al.,
20006), enquanto que dados globais da literatura
indicam que cada grama de solo teria milhares
de espécies de procariontes pertencentes, espe-
cialmente, aos grupos das Proteobacteria, Ac-
idobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia,
e Firmicutes (Schloss & Handelsman, 2006).

Claramente existem amplas oportuni-
dades de estudos da biodiversidade microbi-
ana. Estes estudos terdao, provavelmente, forte
impacto na microbiologia no dmbito interna-
cional. Considerada a diversidade genética e
bioquimica presente neste patrimonio natural,
depara-se com um universo de oportunidades
para a inovagdo biotecnoldgica. Diante deste
quadro, as perspectivas atuais sdo muito posi-
tivas para que a biotecnologia no Brasil seja
portadora de um futuro promissor e revolu-
cionario para a economia ¢ a sociedade brasilei-
ra no cendrio econdmico interno ¢ mundial.

CONSIDERACOES FINAIS

O beneficio técnico principal € que es-
tas novas metodologias de estudo dos micro-
organismos (metagenoma e bioinformadtica) se
inserem em um contexto nacional e interna-
cional mais amplo do dinamismo do sistema
de biotecnologia, inovagao e producao, que
constitui uma das bases da competitividade e
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do desenvolvimento do pais, e que depende,
de um lado, do potencial de geragdao de conhe-
cimento cientifico e tecnologico na area e, de
outro lado, da capacidade do setor produtivo
em absorver este conhecimento e transforma-
lo em produtos e processos comercializados.

No Brasil, o surgimento e a consoli-
dacdo das iniciativas voltadas para o desen-
volvimento da biotecnologia e inovagdo em
setores sensiveis como o de biocombustivel,
por exemplo, constituem fatores criticos para
a competitividade da industria nacional. Foi
com esta preocupagdo que o governo brasileiro
deu uma clara orientagdo estratégica de apoio
a area e também criou por lei o Comité Nacio-
nal de Biotecnologia. Neste cendrio, aparece
como fator fundamental a existéncia de uma
infra-estrutura cientifica e tecnoldgica capaz
de dar o suporte necessario para area, envol-
vendo a realizacdo de pesquisa, tecnologia,
producdo e qualidade requeridas para o desen-
volvimento de projetos na area de metagenoma.
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