BIOPROSPECCAO DE BACTERIAS PRODUTORAS DE ENZIMAS
HIDROLITICAS DE INTERESSE INDUSTRIAL A PARTIR DE AMOSTRAS DE
COMPOSTAGEM.

Lara de Lima Campos!
Jodo Carlos Maia Dornelas de Oliveira?

RESUMO

As enzimas sdo os produtos mais explorados pela industria atualmente e possuem aplicacdo biotecnoldgica em
diversos setores. A obtencdo de microrganismos produtores de enzimas de interesse industrial € uma prética
sustentavel empregada ao desenvolvimento dos processos manufatureiros atuais. A exploracdo e estudo da
microbiota existente na compostagem para esta finalidade ainda é escassa. Bactérias isoladas de amostras
ambientais demonstram a capacidade deste grupo de microrganismos em produzir enzimas hidroliticas. Assim
sendo, o objetivo do presente trabalho foi isolar, caracterizar e avaliar a capacidade das bactérias obtidas de
composto organico em produzir as enzimas hidroliticas amilase, lipase e protease. Realizou-se o processamento
da amostra de composto orgéanico e, posteriormente, o plaqueamento em meio sélido a fim de caracterizar
morfologicamente as bactérias isoladas. Em seguida, as estirpes foram inoculadas em meios contendo diferentes
fontes de carbono, na forma de spots, para avaliacdo da atividade enzimética. A atividade enzimatica foi avaliada
semiquantitativamente por meio do indice enzimatico (IE). O IE variou de 0 a 2,21, demonstrando o potencial
biotecnoldgico de algumas cepas. Os isolados B1 e B10 apresentaram os maiores valores para amilase,
enguanto que os isolados B4 e B7 para lipase e B3 e B11 para protease. Os dados apresentados neste estudo
mostraram baixa variabilidade genética e morfoldgica entre os 12 isolados de bactérias obtidos no composto
organico, porém existem estirpes com alto potencial de uso para produgdo de enzimas em escala industrial.
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ABSTRACT

Enzymes are the most exploited products by the industry nowadays and have biotechnology application in
several sectors. The obtaining of enzyme producing microorganisms of industrial interest is a sustainable
practice used in the development of the current manufacturing processes. The exploitation and study of the
microbiota in composting for this purpose is still scarce. Isolated bacteria from environmental samples
demonstrate the ability of this group of microorganisms to produce hydrolytic enzymes. Therefore, the objective
of the present work was to isolate, characterize and evaluate the capacity of the bacteria obtained from organic
compost to produce hydrolytic enzymes amylase, lipase and protease. The processing of the organic compost
sample was performed and, later, the plating in solid midst in order to morphologically characterize the isolated
bacteria. Then, the strains were inoculated in means containing different carbon sources, in the form of spots, to
evaluate the enzyme activity. The enzymatic activity was evaluated semiquantitatively
using the enzymatic index (El). The El ranged from 0 to 2.21, demonstrating the biotechnological potential of
some strains. The isolates B1 and B10 presented the highest values for amylase, while the isolates B4 and B7 for
lipase and B3 and B1l1 for protease. The data presented in this study showed low genetic and morphological
variability among the 12 isolates of bacteria obtained in the organic compost, but there are strains with high
potential for use for the production of enzymes on an industrial scale.
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1 INTRODUCAO

A sustentabilidade dos processos industriais tornou-se uma tendéncia mundial, razéo
pela qual a introducdo de métodos ecoldgicos alternativos nas etapas de producdo
intensificou-se nos dltimos anos. Adicionalmente, com o avanco da enzimologia, uma maior
atencdo foi desprendida para as enzimas, moléculas onipresentes em animais, plantas e
microrganismos, responsaveis por catalisar e coordenar uma série de reacdes inerentes ao
metabolismo celular (CUESTA et al.,, 2015). Neste cenério, o emprego de enzimas
microbianas tem crescido e ganhado destaque a nivel industrial (ANBU et al., 2017).

As enzimas sdao moléculas organicas de natureza proteica que atuam como
catalisadores bioldgicos em inimeros segmentos industriais, podendo ser empregadas no
tratamento de couro, desenvolvimento de combustiveis sustentaveis, producdo de alimentos
fermentados e detergentes enzimaticos de alta eficiéncia (OSBON; KUMAR, 2018;
RAVEENDRAM et al.,, 2018). A obtencdo destas biomoléculas a partir de células
microbianas cultivadas pelo processo de fermentacdo apresenta algumas vantagens, quando
comparada a obtencdo de enzimas de origem animal e vegetal, como: alta produtividade e
menor custo; producdo de diversas classes de enzimas; controle das condi¢Bes de cultivo e
obtencdo de linhagens melhoradas, quanto a qualidade e eficiéncia de producdo do
biocatalizador requerido (GONCALVES; FONSECA, 2018).

A selecdo de microrganismos produtores de enzimas de interesse industrial € uma
ferramenta biotecnoldgica promissora e com grande potencial para reducdo de custos, uma
vez que as enzimas sintéticas sdo produtos de alto valor aquisitivo (LAMILLA et al., 2017).
A obtencdo de enzimas, de forma sustentavel e eficaz, representa um marco para o setor
industrial, j& que tem capacidade de otimizar os processos de fabricacdo de produtos e de
tratamentos bioldgicos de efluentes e rejeitos hoje existentes (GUERRAND, 2017).

Os microrganismos podem ser encontrados em praticamente todos os ambientes e séo
importantes nos processos de decomposi¢do da matéria organica e ciclagem de nutrientes,
COMO nos processos de compostagem, onde a decomposicdo de matéria organica origina um
composto himico rico em nutrientes e que pode ser destinado & suplementacéo nutricional do
solo (ZUCCONI; BERTOLDI, 1987; SILVA et al.,, 2018). Neste contexto, o presente
trabalho se justifica, uma vez que a compostagem possui uma matriz biodiversificada de
bactérias com potencial para producdo de uma ampla variedade de enzimas hidroliticas ainda
pouco exploradas (BHATIA et al., 2015; COTTA et al., 2015; SHARMA et al., 2017).



Diante do exposto, 0 presente estudo apresenta a seguinte problemaética: bactérias
presentes em composto organico possuem capacidade para sintetizar enzimas hidroliticas
requeridas em processos industriais? Desta forma, levantou-se a hipotese de que diante a
variabilidade genética de microrganismos existentes no composto organico obtido do
processo de compostagem, seria possivel isolar bactérias capazes de sintetizar enzimas
hidroliticas. Para testar essa hipdtese, esse trabalho objetivou caracterizar e avaliar a
capacidade das bactérias isoladas da compostagem em produzir as enzimas hidroliticas
amilase, lipase e protease. A fim de responder os objetivos, propds-se a utilizacdo de
metodologia descritiva, com carater qualitativo e semiquantitativo, e corte transversal.

Este trabalho é de grande importancia, visto que as enzimas sdo os produtos mais
explorados pela inddstria atualmente e possuem aplicacdo biotecnologica em diversos
processos. A prospeccdo e o estudo da atividade enzimatica de bactérias obtidas de
compostagem ainda s@o escassos na literatura (RIBEIRO et al., 2017), o que torna este
substrato, do ponto de vista sustentavel, interessante para estudo e busca de estirpes com alto
potencial biotecnoldgico para suprir a crescente demanda de enzimas requeridas no mercado

industrial.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ENZIMAS

As enzimas, ou biocatalisadores, sdo moléculas proteicas de estrutura tridimensional
complexa, responsaveis por acelerar processos termodinamicamente viaveis, como, por
exemplo, reacBes quimicas e metabdlicas. Sdo compostos altamente potentes, especificos e
versateis, sendo, portanto, considerados ferramenta de extrema importancia para 0S processos
biotecnoldgicos (SINGH et al.,, 2016). As reacdes enzimaticas geralmente sdo atdxicas,
ocorrem em condi¢Bes amenas de pH e temperatura, e atuam sobre um substrato especifico
(LIN; TAO, 2017; RIGOLDI, et al., 2017).

O conhecimento acerca da natureza enzimatica e do potencial catalitico das enzimas
expandiu a utilizagdo dos biocatalisadores na industria (GUERRAND, 2017). As enzimas
hidroliticas sdo responsaveis pela clivagem de moléculas especificas na presenca de agua, e
atualmente representam cerca de 90% dos catalisadores bioldgicos comercializados. Dentre 0s
biocatalisadores de maior utilizacdo, as enzimas lipase, amilase e protease destacam-se por
sua versatilidade e aplicabilidade industrial (LIU; KOKARE, 2017).


https://aip.scitation.org/author/Rigoldi%2C+Federica

2.1.1 Amilase

As enzimas amiloliticas sdo proteinas extracelulares responsaveis pela hidrélise das
ligacbes a-1,4 e o-1,6 presentes no amido, glicogénio e sacarideos derivados. As amilases
podem ser extraidas de vegetais, animais ou microrganismos e sdo amplamente empregadas
na fabricacdo de produtos derivados de fermentacdo, producdo de detergentes e insumos
téxteis (COON; JENNISON; WEEK, 1957; SAINI; DAHIYA, 2017). Atualmente, as
amilases microbianas representam cerca de 30% do total de enzimas empregadas nas
industrias, contudo, acredita-se que o percentual de utilizacdo desse biocatalisador tende a
aumentar ainda mais com a crescente demanda dos setores manufatureiros (ZHANG; HAN;
XIAO, 2017).

2.1.2 Lipase

As lipases sdo enzimas responsaveis pela hidrélise e sintese de compostos ricos em
triacilgliceréis (YVERGNAUX, 2017). As lipases microbianas podem ser empregadas no
setor alimenticio, com o intuito de modificar e evidenciar propriedades organolépticas dos
alimentos, no tratamento de efluentes, facilitando a degradacdo de residuos oleosos, além de
apresentarem notavel potencial biotecnologico para extracdo, purificacdo e desenvolvimento
de numerosas moléculas (SAVITHA et al.,, 2007; GUERRAND, 2017). O emprego de
catalisadores bioldgicos na conversao de compostos lipidicos demonstra alta eficiéncia e pode
ser realizado em meio aquoso ou ndo aquoso, sob condi¢cdes amenas de temperatura e pressao
(LECHUGA; ZAPATA; NINO, 2016; SHELATKAR; PADALIA, 2016).

2.1.3 Protease

As enzimas proteoliticas catalisam a hidrolise de ligacbes peptidicas em substratos
proteicos. Apesar de estarem presentes em muitos seres vivos, as proteases advindas de
microrganismos dominam o mercado consumidor, uma vez que sdo componentes de facil
obtencdo e alto desempenho reacional (ALI; MUHAMMAD, 2017). As proteases
microbianas normalmente sdo obtidas por meio de processos fermentativos ou por técnicas de
modificacdo genética e constituem o grupo de enzimas com maior aplicacdo industrial,
podendo ser destinadas ao processamento de couro, producdo de detergentes, setor
farmacéutico, fabricagdo de alimentos, ragdo animal e laticinios (SINGH et al., 2016).



2.2 APLICACAO INDUSTRIAL DE ENZIMAS MICROBIANAS

As enzimas microbianas oferecem beneficios multifacetados quando comparadas aos
processos quimicos cléssicos, no que se refere a sustentabilidade, rentabilidade e eficiéncia da
reacdo (SINGH et al., 2016). Nos ultimos anos, diversos setores industriais demonstraram
otimizacao nos processos a partir do emprego de catalisadores nas reacdes, sobretudo aqueles
de origem microbiana (CHAPMAN; ISMAIL; DINU, 2018).

Os catalisadores biologicos podem ser aplicados em diversos ramos industriais, nos
quais se destacam: (a) industria médico-farmacéutica, na obtencdo de farmacos ativos,
altamente seletivos; (b) industria de biocombustiveis, na producdo de combustiveis
renovaveis, com o intuito de suplementar ou substituir a utilizacdo de combustiveis fdsseis;
(c) industria de alimentos, nos processos de preservacdo, modificacdo da qualidade e sintese
de fragrancias aromaticas em bebidas e alimentos; (d) indUstria de detergentes, na reducdo dos
danos causados as superficies pela acdo de agentes detergentes convencionais
(CALLENDER; DYER, 2015; AZEVEDO; LIMA, 2016; PELLIS et al., 2018).

2.3 BIOPROSPECCAO DE MICRORGANISMOS

O isolamento de linhagens produtoras de enzimas pode ser realizado por meio da
bioprospec¢do, metodologia na qual uma amostra de interesse é coletada, processada e
submetida a triagem, visando a obtencdo de organismos, oriundos de fontes naturais, e que
sejam Uteis a humanidade (LAMILLA et al., 2017). Devido a alta diversidade genética e
metabolica dos microrganismos presentes na compostagem, a obtencdo de cepas advindas
desse processo organico apresenta potencial para obtencao e producéo de diversas enzimas de
interesse biotecnoldgico e industrial (LIMA, 2018).

A associacdo entre biodiversidade e bioprospeccdo de novos organismos tornou-se o
cerne da biotecnologia moderna, uma vez que a tecnologia vem desenvolvendo-se de forma
acelerada no cenario mundial e tem elevada utilizacdo nas areas alimenticias, medicinais,
ambientais e industriais (SOUZA; FIGUEIREDO, 2015). Acredita-se que a aplicacdo de
enzimas hidroliticas microbianas nos processos industriais se tornara uma das maiores forgas

propulsoras da economia nacional nas proximas décadas (BOLZANI, 2016).



2.4 COMPOSTAGEM

A compostagem € um processo bioldgico de transformacdo de compostos organicos
em matérias hdmicas, que culmina na formacdo de um adubo orgdnico homogéneo, de cor
escura, cuja funcionalidade é otimizar as propriedades fisicas, quimicas, bioldgicas,
nutricionais e estruturais do solo (COTTA et al., 2015). O processo é simples e pode ser
realizado em escala residencial, uma vez que ndo requer equipamentos especificos nem exige
mao de obra especializada. Basicamente, é necessario uniformizar o tamanho das particulas
destinadas a decomposicdo e controlar as condi¢es de temperatura e umidade das leiras de
matéria organica (SILVA et al., 2018).

Os refugos alimentares sdo considerados Otimos substratos para acdo dos
microrganismos decompositores presentes abundantemente no solo e representam cerca de
70% do volume total de rejeito produzido diariamente (SOUZA; FIGUEIREDO, 2015).
Dessa forma, o processo de compostagem pode ser realizado como uma alternativa de
tratamento para compostos de natureza organica, jd que estes constituem a maior fonte de
residuo domiciliar gerado (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2001; COTTA et al.,
2015).

Na compostagem existe uma organizacdo complexa de microrganismos, na qual cada
grupo desenvolve uma atividade especifica na degradacdo da matéria organica, seja ela de
origem animal ou vegetal (NICOLAU, 2016). O balanco populacional existente no sistema
permite 0 aumento da eficiéncia do processo de decomposicdo e, consequentemente, a
liberacdo de nutrientes benéficos ao solo em quantidades adequadas (RIBEIRO et al., 2017).
Devido a sua versatilidade e variabilidade genética, as bactérias presentes na compostagem
vém sendo estudadas com a finalidade de se obter compostos bioativos de interesse industrial
(COTTA et al., 2015).

2.5 BACTERIAS

As bactérias sdo organismos procariontes, altamente resistentes e diversificados, que
vivem isoladamente ou em colonias (DROFFNER; BRINTON-JUNIOR; EVANS, 1995).
Com o advento da tecnologia de DNA recombinante, as bactérias tornaram-se um dos
principais microrganismos estudados e utilizados na obtencdo de enzimas hidroliticas de
interesse comercial, devido a sua rapida multiplicacdo celular e capacidade de adaptacdo em
diferentes fontes de substrato (SHARMA; SATYANARAYANA, 2015).



No processo de compostagem, as bactérias realizam a quebra inicial dos compostos
organicos e sdo responsaveis pela producdo de substancias bacteriostaticas e bactericidas, que
resultam na inibicdo de algumas populacdes microbianas patogénicas e indesejaveis
(BRIETZKE, 2016). Além disso, essas populacdes bacterianas decompdem, por meio do seu
arsenal enzimatico, os acUcares, amidos, proteinas e outros compostos presentes na matéria
orgénica, transformando-os em moléculas que podem ser metabolizadas por outros

organismos, além de enriquecer e nutrir o solo (TIECHER, 2016).

3 METODOLOGIA

O trabalho baseou-se em experimentos qualitativos e semiquantitativos e a pesquisa
descritiva foi utilizada como ferramenta de metodologia (ZANETTE, 2017). Amostras do
Projeto Compostagem, da Faculdade Ciéncias da Vida, foram coletadas para a realizacdo dos
ensaios bioldgicos, que foram efetuados no laboratério de Microbiologia da Faculdade
Ciéncias da Vida, localizada no municipio de Sete Lagoas, Minas Gerais. Para realizacao
desse experimento, utilizou-se um composto organico pronto, o qual foi submetido ao

processo de compostagem no primeiro semestre de 2019.
3.1 ISOLAMENTO E SELEQAO DE BACTERIAS

Uma amostra de 5g do composto foi coletada e acrescida de 45mL de solugéo salina
0,85% estéril, com subsequente homogeneizacdo. Posteriormente, uma aliquota de 1mL foi
retirada e destinada as diluicbes seriadas decimais (10 a 10-%). Em seguida, uma aliquota de
100uL de cada diluicdo foi plaqueada em meio Batata Dextrose Agar — BDA (200g de batata,
20g de dextrose, 15g de agar, por litro), através da técnica de espalhamento em superficie com
0 auxilio de uma alca de Drigalski e, posteriormente, as placas foram incubadas a 37°C por
24-48 horas. Todo o procedimento foi realizado em triplicata (HUNGRIA; ARAUJO, 1994).

Realizada a obtencdo, as estirpes selecionadas foram submetidas a avaliagdo dos
aspectos morfoldgicos, de acordo com Shirling; Gottlieb (1966). Em seguida, uma aliquota da
col6nia pura foi repicada em tubo contendo o mesmo meio de cultura, e mantido inclinado,

para posterior utilizagdo nas etapas de caracterizagcdo enzimatica.



3.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE BACTERIAS

Os isolados foram cultivados em meio BDA, a 37°C durante 24-48 horas, em placas
de Petri. Para avaliagdo macromorfoldgica, considerou-se a avaliacdo de aspectos como cor,
borda e elevacdo das colbnias (SHIRLING; GOTTLIEB, 1966). Para analise
micromorfoldgica, os microrganismos previamente identificados como provaveis bactérias
foram avaliados por meio da técnica de Coloragdo de Gram, utilizando um microscopio 6tico
para visualizacdo das estruturas morfologicas (SHIRLING; GOTTLIEB, 1966; MAI-
PROCHNOW et al., 2016).

3.3 CARACTERIZACAO ENZIMATICA DE BACTERIAS
3.3.1 Producéo de amilase

A producéo de amilase foi testada de acordo com Coon et al. (1957), com adaptagéo
na concentracdo de amido sollvel para 6,6g/L. Os isolados foram inoculados na forma de
spots e em triplicata no meio agar amido (6,69/L de amido solavel, 0,5g/L de cloreto de sddio,
3g/L de extrato de carne, 1g/L de peptona caseina, 15g/L de agar; pH 7,0). As culturas foram
incubadas a 37°C por 48 horas, sendo, posteriormente, adicionadas 10mL de solucdo diluida
de lugol (5g/L de iodo, 10g/L de iodeto de potassio) em cada placa. A detec¢do da enzima foi
realizada observando-se se houve formacao de zona amarela ao redor da coldnia, em contraste

com a coloracdo azul resultante da reacdo do amido com o iodo.
3.3.2 Producéo de lipase

A producdo de lipase foi realizada segundo o trabalho de Savitha et al. (2007),
utilizando meio de cultura composto por 5g/L peptona, 1g/L de extrato de levedura, 4g/L de
cloreto de sédio, 15¢/L de &gar, 31,25mL/L de 6leo de oliva, 0,01g/L de rodamina B; pH 7,0.
Os isolados foram inoculados nesse meio na forma de spots, em triplicata, e incubados a 37°C
por 48 horas. Ap0s o periodo de incubacdo, as culturas foram expostas a radiacéo ultravioleta
para observar a formacéo de halos de coloracéo azul em torno das col6nias, que € o parametro

indicativo da presenca da enzima lipase (COLEN, 2006).



3.3.3 Producéo de protease

A producdo de protease foi realizada conforme o estudo de Orlandelli et al. (2011),
utilizando meio de cultura Agar-gelatina-leite (18g/L de agar, 10g/L de leite em p6 desnatado
e 10g/L de gelatina em pd). Os isolados foram inoculados nesse meio na forma de spots, em
triplicata, e incubados a 37°C por 48 horas. A producdo de protease foi observada nas placas
sem a necessidade de um agente revelador, onde o resultado positivo foi identificado pela
formagé&o de halos claros ao redor da colénia.

3.3.4 indice enzimatico

Além da andlise qualitativa, as atividades hidroliticas das enzimas amilase, lipase e
protease foram estimadas semiquantitativamente através do indice enzimatico (IE), conforme
a relacdo entre o diametro da coldnia e do halo de hidrdlise, segundo a seguinte equacéo: IE =
DH/DC, onde DH representa o didametro do halo de hidrélise (mm) e DC representa o
diametro das colonias dos isolados (mm) (STAMFORD et al., 1998; SILVA et al., 2015).

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios de atividade enzimatica seguiram o delineamento inteiramente casualizado
(DIC), considerando trés repeticdes por amostra. Os resultados obtidos foram analisados
individualmente e, quando ocorreram diferencas significativas pelo teste F (p < 0,05), os
dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade, por meio do software SISVAR® 5.3 (FERREIRA, 2010).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE BACTERIAS

No presente estudo, foram identificadas 40 coldnias de microrganismos distintos, apos
o isolamento realizado da amostra de composto organico. No entanto, ap6s minuciosa
avaliacdo das caracteristicas morfoldgicas destes isolados, observou-se que apenas 12 eram
representantes de bacterias. A baixa variabilidade genética obtida neste trabalho pode estar
relacionada a idade do composto utilizado, pois 0 mesmo encontrava-se maturado desde o

primeiro semestre de 2019. Oliveira et al. (2008) e Brietzke (2016) relatam que a idade do
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composto organico pode interferir na quantidade e na diversidade de bactérias presentes, ja
que estes microrganismos possuem pico de atividade nas fases iniciais do processo
(mesofilica e termofilica), onde temperaturas mais elevadas auxiliam na decomposicéo
acelerada matéria organica.

Os dados referentes as caracteristicas macro e micromorfoldgicas dos isolados,
encontram-se na Tabela 1. Observou-se variagdo de caracteristicas como: (a) cor, com
predominancia de coldnias brancas (33,35%); (b) borda, com predominancia de formato
regular (58,34%) e (c) elevacdo, com predomindncia de coldnias planas (58,34%). Os
aspectos macromorfologicos dos isolados bacterianos ndo revelaram alta variabilidade. Este
fato pode estar associado a modificacdo adaptativa ao meio ou a capacidade que esses
microrganismos possuem de assumir uma morfologia em resposta as condi¢cbes ambientais
adversas (KOCH, 1996; YOUNG, 2008).

A anélise micromorfoldgica dos isolados selecionados (Tabela 1) foi realizada com
base na observacdo das laminas coradas através do Método de Gram em microscépio 6tico
(SHIRLING; GOTTLIEB, 1966; MAI-PROCHNOW et al., 2016). Apesar de os isolados ndo
terem apresentado grande diversidade quanto as caracteristicas macroscopicas, revelou-se a
presenca cinco tipos de morfologia distintos, sendo bacilos (41,66%), cocos (16,67%),
diplococos (16,67%), estafilococos (16,67%) e estreptococos (8,33%). Nota-se que a presenca
de bactérias Gram-negativas (66,66%) foi predominante neste estudo. Esses microrganismos
possuem elevado potencial para degradar compostos aromaticos e xenobioticos, por isso, sdo
frequentemente associados a processos industriais e de biorremediacdo (FERMOR;
RANDLE; SMITH, 1985; MOREIRA; SIQUEIRA, 2002; CHEN et al., 2004).

Tabela 1. Classificacdo morfoldgica das coldnias bacterianas isoladas da compostagem.

Colbnias Caracteristicas Culturais
Macromorfologia Micromorfologia
Cor Borda Elevacao Morfologia Gram

Bl Laranja Irregular  Convexa Diplococos Gram-negativos
B2 Laranjaclaro  Redonda Convexa  Cocos Gram-negativos
B3 Creme Irregular ~ Convexa Estreptococos Gram-negativos
B4 Amarela Redonda  Plana Bacilos Gram-negativos
B5 Vermelha Redonda  Plana Bacilos Gram-negativos
B6 Branca Redonda  Plana Estafilococos Gram-negativos
B7 Marrom Redonda  Plana Cocos Gram-positivos
B8 Amarela Irregular  Plana Bacilos Gram-negativos
B9 Branca Redonda Convexa  Estafilococos Gram-positivos
B10 Branca Redonda  Plana Bacilos Gram-positivos
B11 Amarela Irregular ~ Convexa Diplococos Gram-negativos

B12 Branca Irregular  Plana Bacilos Gram-positivos
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4.2 CARACTERIZACAO ENZIMATICA DE BACTERIAS

Os dados da atividade enzimatica da amilase, lipase e protease estdo dispostos na
Tabela 2. Observou-se que 91,66% dos isolados possuem capacidade para sintetizar pelo
menos uma das enzimas testadas, mesmo que estes ndo tenham apresentado atividade
enzimatica eficiente (indice enzimatico < 2,0). A producdo de amilase, lipase e protease foi
observada em 41,67%, 41,67% e 33,33% das estirpes, respectivamente. O isolado B6 néo

apresentou atividade enzimética para nenhuma das biomoléculas avaliadas.

Tabela 2. indice enzimético (IE) de amilase, lipase e protease de isolados de bactérias obtidas

de compostagem.

Isolado indice Enzimatico
Amilase Lipase Protease

Bl 2,15a 1,50c 0,00
B10 2,12a 0,00 0,00
B7 1,24b 2,08a 0,00
B5 1,17¢c 0,00 0,00
B2 1,13d 0,00 0,00
B3 0,00 0,00 2,14a
B4 0,00 2,21a 0,00
B6 0,00 0,00 0,00
B8 0,00 0,00 1,95b
B9 0,00 1,07d 0,00
B11 0,00 1,84b 2,13a
B12 0,00 0,00 1,74c

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

4.2.1 Deteccdo da atividade amilolitica

A formacdo de halo amarelo claro ao redor da coldnia indicou a hidrdlise do amido,
apos revelacdo das placas de Petri com solucdo diluida de lugol (MARIANO; SILVEIRA,
2005). A ocorréncia de halo de degradacédo foi observada em apenas 5 (41,67%) isolados no
presente trabalho, com valores de IE variando entre 1,13 e 2,15 (Tabela 2).

Das estirpes isoladas, B1 e B10 (16,66%) apresentaram IE > 2,0, portanto, foram
classificadas como potenciais produtoras de amilase (LEALEM; GASHE, 1994). Os isolados
B2, B5 e B7 (25,0%) ndo apresentaram atividade amilolitica eficiente (IE < 2). Do total de 12
cepas, 7 (58,33%) ndo formaram halo de degradacédo nas condigdes avaliadas, o que evidencia

gue 0os mesmos ndo foram capazes de produzir amilase.
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A baixa ocorréncia de bactérias produtoras de amilase também foi observada por
Sacco (2013), onde apenas 43,75% dos isolados obtidos de amostras de consorcios formados
de solo contendo palha ou bagaco de cana-de-aglcar em decomposicdo foram capazes de
produzir a enzima. Segundo Kim et al. (2006), microrganismos cultivados em cultura pura
regularmente apresentam atividades enzimaticas insatisfatorias. Além disso, as enzimas de
alguns isolados podem né&o se difundir no meio de cultivo, o que impossibilita a formacéo de
halo de degradacdo (SALYERS; REEVES; D’ELIA, 1996).

4.2.2 Deteccdo da atividade lipolitica

A atividade lipolitica dos microrganismos foi indicada pela formagéo de halo azul ao
redor da coldnia, apds a submissdo do meio de cultivo a radiacdo ultravioleta (MENEZES;
ASSIS, 2004; RODRIGUES et al., 2016).

Do total de 12 cepas, 7 (58,33%) n&o formaram halo nas condic¢des avaliadas, o que
evidencia que os mesmos ndo foram capazes de produzir lipase, conforme demonstrado na
Tabela 2. Valores de IE para as 5 (41,67%) linhagens que apresentaram resultado positivo
variaram entre 1,07 e 2,21. O IE para atividade lipolitica variou significativamente (p < 0,05)
entre 0s microrganismos avaliados, sendo os isolados B4 e B7 (16,66%) considerados bons
produtores, ja que apresentaram valores superiores a 2 (LEALEM; GASHE, 1994). As
linhagens B1, B9 e B11 (25,0%) nao produziram enzima suficiente para serem caracterizadas
boas produtoras, uma vez que apresentaram IE < 2, indicando baixa atividade lipolitica.

O baixo indice de isolados produtores e classificados como bons produtores de lipases
pode estar associado as temperaturas de incubacdo e/ou especificidade do substrato utilizado,
ja que estas enzimas sao altamente especificas e suas atividades hidroliticas podem variar
conforme a composicdo de triglicerideos incorporados ao meio de cultivo (NITHANGENI et
al., 2001; VAN DER SAND et al., 2014).

4.2.3 Deteccao da atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi determinada pela formacdo de halo claro ao redor das
colonias bacterianas (ORLANDELL et al., 2011). O IE para producdo de protease (Tabela 2)
variou significativamente (p < 0,05) entre as bactérias avaliadas, sendo que 4 (33,33%)
isolados foram considerados produtores desta enzima, devido a presenca de halo de

degradacdo no meio de cultura, com valores variando de 1,74 a 2,14.
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Das estirpes isoladas, observou-se que 8 (66,67%) microrganismos néo foram capazes
de hidrolisar a proteina do leite e 2 (16,67%) isolados ndo produziram enzima suficiente para
serem caracterizados como bons produtores, pois apresentaram IE < 2. Os isolados B3 e B11
apresentaram IE > 2,0, portanto, foram classificados como potenciais produtores de protease
(LEALEM; GASHE, 1994).

Fatores como a concentragdo de glicose e peptona sdo determinantes para aumentar a
producdo de proteases e podem ndo ter sido suficientes na suplementacdo do meio
(COCHRAN; COX, 1992). Além disso, a repressdo da producéo da enzima de interesse pode
ter acontecido devido a algum composto presente no meio ou até mesmo devido a fatores
fisicos, como pH, temperatura e tempo de incubacdo (NEHETE; SHAH; KOTHARI, 1985;
CRUEGER; CRUEGER, 1993; JOHNVESLY; NAIKI, 2001; CABRAL et al., 2016).

5 CONSIDERACOES FINAIS

Entre as bactérias isoladas da compostagem, existe baixa variabilidade genética em
relagdo as caracteristicas morfolégicas analisadas. A maioria dos isolados (91,66%)
hidrolisa pelo menos um dos substratos utilizados para bioprospeccdo enzimatica. As estirpes
B1 e B10 apresentaram maior producdo de amilase, B4 e B7 de lipase e B3 e B11 de
protease (IE > 2), revelando o alto potencial biotecnoldgico destas linhagens para sintese de
enzimas em escala industrial. O composto organico maturado foi uma limitacdo no presente
estudo, no que tange a diversidade genética de bactérias presentes no substrato avaliado.
Deste modo, sugere-se que, na realizacdo de trabalhos futuros, seja utilizado composto nédo
maturado. O presente estudo contribui com a busca por linhagens de microrganismos
potencialmente produtores de biomoléculas de interesse industrial, sendo que se faz
necessario a continuidade do trabalho, visando otimizar os processos de obtencdo de enzimas

e a diferenciacdo molecular das estirpes encontradas.
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