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RESUMO

As enzimas sao ferramentas importantes no estabelecimento de processos
tecnologicamente limpos. As hidrolases constituem um dos mais importantes
grupos de enzimas com aplicacdes em diferentes setores industriais. Os micro-
organismos, principal fonte de enzimas industriais, apresentam limitacdes
quanto a produtividade. Dessa forma, a identificacdo de novas fontes para
obtencdo em larga escala de enzimas torna-se relevante. Objetivou-se, nesse
trabalho, investigar a possibilidade de obtencdo de enzimas amiloliticas a partir
de residuos agricolas das lavouras cacaueira e dendenzeira. A restricdo de
substrato no meio de cultivo foi utilizada para a triagem inicial de
microrganismos produtores de amilase, lipase e celulase. Entre as cepas
isoladas, quatro delas apresentaram atividade amilolitica relevante com indice
Enzimatico (IE) superior a 2.0. A extracdo, sequenciamento e analise
filogenética do gene ribossomal bacteriano 16S permitiu a identificacdo das
seguintes cepas com atividade amilolitica: Paenibacillus tundrae, Xanthomonas
cordiaei, Bacillus subtilis, Acinetobacter baumannii. P. tundrae (cepa dendelc)
e X. cordiaei (cepa cacaula) foram as mais promissoras apresentando IE 9,0 e
14,0 respectivamente. Essas cepas foram cultivadas em meio liquido e tiveram
a atividade amilolitica monitorada em solucdo. Esses dados demonstram que
0S micro-organismos selecionados sao promissores para obtencédo de enzimas

com potencial para aplicagdo na indastria.

Palavras-chave: Enzimas, amilases, micro-organismos, agroresiduos



Rosado de Jesus, Jane Gleide. Selection and identification of bacterial strains
producing amylase isolated from the microbiota associated with agricultural
waste cocoa and palm oil. 77 pp. ill. 2013. Master Dissertation. Instituto de
Ciéncias da Saude. Universidade Federal da Bahia, Salvador 2013.

ABSTRACT

Enzymes are important tools in establishing clean industrial processes.
Hydrolases are the main group of enzymes with applications in many industrial
sectors. Most enzymes applied to industry are isolated from micro-organisms
and identification and characterization of microbial systems that are able to
produce enzymes in large scale are of pivotal importance. This work aimed to
screen, characterize and produce hydrolytic enzymes from residual biomass
from cocoa and palm cultures. Carbon source limitation was used in order to
screen micro-organisms for the production of amylase. Four bacterial accesses
showed relevant amylolytic activity with Enzymatic Index (Sl) greater than 2.0.
Sequency of the 16S rRNA gene allowed the identification of the following
species with amylolytic activity: Paenibacillus tundrae, Xanthomonas cordiaei,
Bacillus subtilis and Acinetobacter baumannii. P. tundrae (Strain Dendelc) and
X. cordiaei (Strain Cacaula) were the most promising strains with EI 9,0 and
14,0 respectively. These strains were grown in liquid medium and had the
amylase activity monitored in solution. These data demonstrate that selected
micro-organisms are promising for obtaining enzymes with the potential for

industrial application.

Keywords: enzymes, amylase, microorganisms, residual biomass



Figura 1:
Figura 2:
Figura 3:
Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:
Figura 7:
Figura 8:
Figura 9:

Figura 10:
Figura 11:
Figura 12:

Figura 13:
Figura 14:

Figura 15:

Figura 16:

Figura 17:

Figura 18:

Figura 19:

LISTA DE FIGURAS

Forma estrutural do amido............oooviiiiiiiiiiiiiiiiieeceeeeeeen 24
Estrutura quimica da amilose e da amilopectina.................. 24
Classificacdo das enzimas amiloliticas..........ccccoveeeeeeeeenennn. 25
Estrutura tridimensional da a-amilase organizada em 3
dominioS A, B @ C i 27
Estrutura tridimensional da a-amilase de Bacillus subtilis
complexada com arcabose...........cccccuvviiiiiiiiiiii 29
Mecanismo catalitico das a-amilases..........ccccccoevvveeeeiinnnn.n. 30
Cacau — (Theobroma caca)...........cccceeevviiciiiiiiiiiiiiiecceeeen 39
Dendezeiro (Elaeis QUINEENSES).......cvviviiiiiieieeiiiiiiieis 41
Consumo Mundial dos principais 6leos vegetais.................. 42
Residuos de cacau e dendé............cccceevvvviieieeininiiiincciinee, 44
Enriquecimento da amoOStra.........cccvvveeeeeiinir i s 45
Isolamento de bactérias em placas contendo 1% de amido
COMO SUDSIIALO.....ccei ittt 45
Pré-indculo em meio contendo 1%amido...............cceeeveennes 50
Dosagem dos acgucares redutores pelo método DNS........... 52

Atividade amilolitica de cepas isoladas de residuos de
CacCaU € deNUE..........ooiiiiiieiiee e 55

Eletroforese dos produtos de PCR purificados das cepas
com atividade amilolitica. ..............c.coeiiiiiii 57

Identificacdo taxondmica das cepas isoladas dos residuos
de cacau e dendé............c.cuuiiiiiiiiiiiiiee e 58

Variacéo da concentracdo de amido nos meios em funcéo
(0 [0 I8 (=] 101 0L TR PP PP TR 60

Variagdo da concentracdo de acUcares redutores nos
meios em fuNGao do tEMPO........ueeviiiiiiiiiieeeeeee e 62



Tabela 01
Tabela 02

Tabela 03

LISTA DE TABELAS

Atividade amilolitica de cepas bacterianas isoladas da

casca ou polpa de cacau e dendeé ..........cccceeeeeeiieiiiniennnnee. 53
Indice enziméatico das cepas amilolitica dos residuos do
cacau e dendé medidos a cada 24 horas.........cccccuuvuennne 55

Identificacdo morfoldgica e coloracdo de Gram das cepas
gue apresentaram atividade amilolitica.....................cc..... 56



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AGROPALMA: Complexo Agroindustrial de Plantio de Palma
CaCl,: Cloreto de Calcio

CBM: Médulo de ligagdo com o Amido

CEPLAC: Comisséao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira
Co: Cobalto

DENPASA: Departamento Estadual de Pavimentacdo e Saneamento.
DGGE: Denaturing Gradient Gel Electrophoresis

DNA: Acido Desoxirribonucléico

DNS: Acido Dinitrosalissilico

EC: Enzyme Comission (Comissdo de Enzimas)

EMBRAPA: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
FAO: Food and Agriculture Organization

FES: Fermentacdo em Estado Sélido

FS: Fermentacdo Submersa

FTC: Faculdade de Tecnologia e Ciéncia

g: grama

I>: lodo

IBGE: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

ICS: Instituto de Ciéncia da Saude

K2HPO,: Fosfato de Potassio

KDa: Kilodalton

Kl: lodeto de Potassio

L: litro

LBI: Laborat6rio de Biotecnologia Industrial

M: Molar



MDIC: Ministério de Desenvolvimento, Industria e Comeércio Exterior
mL: Mililitro

mm Milimetro

N: Normal

Na,HPO,: Fosfato de sédio

NaOH: Hidroxido de Sédio

NH4CI: Cloreto de Aménio

PA: Para

PCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase

RDP: Ribosomal Database Project

RNA: Acido Ribonucléico

RPM: Rotacfes por Minuto

SDD: Dominio de ligagdo com o amido

SUDAM: Superintendéncia de Desenvolvimento da Amazonia
t: Tonelada

TAE: Tris Acetato EDTA

UFBA: Universidade Federal da Bahia

A: Alfa

B: Beta

ML: Microlitro



SUMARIO

0L, INTRODUGAO. ..ottt en e 16
02. OBUJETIVOS. ..ot e e e et e e e e rr e e e e ennnnas 19
03. REVISAO DE LITERATURA ...ttt ettt 20
B L ENZIMAS . et ae e 20
3.2 ENZIMAS AMILOLITICAS. .....oiiteieeeeeee ettt 23
3.2, O-AMIIASE. ... 26
3.2.2 B-@MIIASE.....cco i e 31
3.2.3. AMIIOGIUCOSIASE. ... .euueeiiiiii e e 32
3.3. PRODUCAO DE ENZIMAS MICROBIANAS.........ccoveeeeeeeeeeeeeeeeeeennnn, 33
3.4. TAXONOMIA APLICADA A IDENTIFICACAO DE BACTERIAS.................. 35
3.5. APROVEITAMENTO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS .......ccovevveeee.. 38
3.5.1. Cacau (Theobroma CaCA0).........uuuuuiiiiieieieeeeeeeee e e e e e e e aeeeeas 39
3.5.2. Dendé (Elaes GUINEENSIS)........cccciiiiiiiieeeiiiiiii e e e 40
4. MATERIAL E METODOS.......cotiiitiecee et 43
4.1. COLETA E PREPARACAO DOS RESIDUOS DE CACAU E DENDE......... 44
4.2. ENRIQUECIMENTO DAS AMOSTRAS. ... 44
4.3. PLAQUEAMENTO E ISOLAMENTO DAS CEPAS MICROBIANAS............ 45
4.4, CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE AMILOLITICA......coiieeeeieieeeeeeens 46
4.5. IDENTIFICACAO PELO METODO DE GRAM........coeeiiiieeeeeee e 46
4.6. ,IDENTIFICACAO DAS CEPAS BACTERIANAS POR TIPAGEM
GENE T I A e e e et e e e e e et e e e e e e e e baa e 46
4.6.1 EXIracao de DNA. ... .o oottt a e a7

4.6.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).........coovvvviviieiiiiiiiiiiiiiaee e eeeeen 48



4.6.3 SEUUENCIAMENTO. ....eiiiiiitiiiee ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s eeeeees 48

4.6.4 ReconstruGao FilogenLiCa.........cccceeee i e e e 49
4.7. DETERMINACAO DA ATIVIDADE HIDROLITICA.......c.coveveeeeeee e, 50
4.7.1 Dosagem da concentragao de amido............ccovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiecie e 51
4.7.2 Dosagem da concentracdo de Aglucares Redutores............cccceevvvveeeennnnnns 51
RESULTADOS E DISCUSSAOQ. ......ceieieeeeeeteeeeeeeee et en st enn e 53
5.1. SELECAO DAS CEPAS........coieeeeeeee ettt aeneeanae s 53
5.2. IDENTIFICACAO MORFOLOGICA DAS CEPAS .......ocoeeveeeeeeeeeceeeene, 56
5.3. IDENTIFICACAO TAXONOMICA DAS CEPAS......c.coveeeeeeeeeeeeeeeeeeanns 56

5.4. CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE AMILOLITICA EM MEIO LIQUIDO... 59

5.5. QUANTIFICACAO DE ACUCARES REDUTORES........ccccceeiiiieeeeeeeenns 61
CONCLUS A . e e e 63
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .....co oottt eeeiieaaa 64

ANEXO Ot e e et et e 78



16

1. INTRODUCAO

Desde o surgimento das primeiras civilizagbes as enzimas, proteinas
que atuam como catalisadores bioldégicos em diversos processos metabolicos
(LEHNINGER et al., 2007), vém sendo utilizadas na producédo de alimentos,
como vinho, queijo e paes. Portanto, a utilizacdo biotecnolégica das enzimas foi
estabelecida previamente a obtencdo de conhecimentos a respeito da natureza
e dos mecanismos moleculares nos quais se encontram envolvidas (SPIER,
2005).

Os conhecimentos sobre a constituicdo e funcdo protéica permitiram a
aplicacdo das enzimas em diversos processos biotecnolégicos da atualidade
(LEADLEY 1993). Elas séo utilizadas nas industrias téxteis, de papel e
celulose, de couro, detergentes, cervejas, bebidas fermentadas, panificacéo,
cereais para alimentacdo infantil, racdo animal, industria de fermentacéo
(vitaminas, aminoacidos, antibiéticos) (GUPTA et al., 2003; SURMELY et al.,
2003; TUNGA & TUNGA, 2003; SZAKACS, 2004; PANDEY et al., 2005;
SOCCOL et al., 2005; SPIER, 2005).

A crescente utilizagcdo das enzimas em processos industriais faz com
gque o mercado mundial de enzimas movimente anualmente uma quantia
superior a US$ 6 bilh6es, com perspectiva de crescimento acelerado (MDIC,
2012). Entre as enzimas ja produzidas e comercializadas, as amilases, que
catalisam a hidrélise do amido, estdo entre as classes que sao de grande
interesse biotecnoldgico, devido a sua ampla aplicacdo em varios campos,
incluindo a quimica clinica, producdo de medicamentos, industria téxtil,
producdo de papel, industria de alimentos, liquefacdo do amido e producao de
acucar (PANDEY, 2000; SPIER, 2008).

As amilases podem ser encontradas em animais, plantas e micro-
organismos. No entanto, as produzidas por micro-organismos tém preferéncia
no mercado de enzimas devido as vantagens que oferecem, como menor
tempo de producdo (REDDY, 2003), ampla diversidade bioquimica e
susceptibilidade a manipulacdo genética (KIRK, 2002).

Uma variedade de micro-organismos € capaz de produzir enzimas,
através da fermentacédo, em condicfes experimentais definidas. Entretanto, a

guantidade de enzima produzida, na maioria dos casos investigados, inviabiliza
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a transposicdo do processo para escala industrial (OLIVEIRA et al., 2007).
Além disso, para a ocorréncia do crescimento microbiano e consequentemente
a producdo de enzimas € preciso 0 enriquecimento do meio de cultivo com
moléculas especificas como: dextrina, lactose, maltose, etc. que aumentam
consideravelmente o custo do processo. Dessa forma, a identificacdo de micro-
organismos que produzam quantidades apreciaveis de enzimas, bem como a
busca por meios de cultivo de baixo custo, torna-se oportuna para aperfei¢coar a
producao industrial de enzimas de interesse biotecnoldgico, gerando economia
no processo produtivo (OLIVEIRA et al., 2007).

O Brasil ainda importa a maior parte das enzimas que utliza em
diferentes setores industriais, embora possua a agricultura como uma das
principais bases da economia do pais e apresente grande diversidade biologica
gue poderiam ser exploradas para a obtencdo de organismos produtores de
enzimas de interesse industrial (BON et al., 2008). Em geral, as culturas
agricolas produzem uma quantidade de sobras muito maior do que a parte
utilizada para fins alimenticios ou industriais. Dessa forma, a geracdo de
residuos, neste setor produtivo, ainda tem proporcionado sérios problemas
ambientais como poluicdo de solo, de aguas superficiais e de aguas
subterraneas (GASQUES e BASTOS, 2003; VARGAS, 2004). O crescimento
do setor agricola tem como consequéncia a intensificacdo do impacto
ambiental e social decorrente da geracdo de residuos (GRAMINHA et al.,
2008).

A literatura aponta a utilizacdo de residuos agricolas em diversos
processos biotecnolégicos (MONDAL, 2006). O bagaco da cana de acucar, por
exemplo, tem sido apontado como substrato solido para a producdo de
enzimas amilolitica microbianas através da Fermentacdo em Estado Solido
(SPIER, 2005). A investigacdo do potencial dos residuos agroindustriais para
geracdo dos produtos biotecnolégicos com alto valor agregado, além de tornar
sustentavel a produtividade agricola ainda pode melhorar a qualidade de vida
da populacao rural, gerando efeitos ambientais e sociais. Nesse trabalho,
investigou-se a possibilidade de obtencédo de enzimas hidroliticas a partir de
residuos agricolas das lavouras cacaueira e dendenzeira.

O dendé, (Elaeis guineensis) e o cacau, (Theobroma cacao), originarios

da Africa e da América Central, respectivamente, sdo produtos agricolas
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importantes da regido sul da Bahia. O fruto do dendé produz o 6leo de dendé
ou de palma com ampla utilizagdo na culinaria, tendo inclusive reconhecimento
internacional (EMBRAPA, 2007). O fruto do cacaueiro constitui-se em matéria
prima basica no fabrico do chocolate (EMBRAPA, 2004). Dessa forma,
quantidades significativas de residuos das lavouras dendezeiras e cacaueiras
sdo abandonadas nas plantagdes sendo utilizados como fertilizantes. Essa
pratica possibilita propagacdo de pragas que, conseqientemente, obriga o
produtor rural a fazer o uso de defensivos agricolas, geralmente altamente
poluentes, afetando o solo e agredindo o meio ambiente (BETTIOL, 2009).
Outra destinacdo possivel, e talvez mais viavel, para estes residuos,
seria a utilizagdo dos mesmos como substratos para o cultivo de micro-
organismos autoctones produtores de enzimas de interesse industrial. A
identificacdo desses micro-organismos constitui-se em etapa inicial para o
emprego alternativo dos residuos. A selecdo de cepas de micro-organismos
que produzam enzimas amilolitica em quantidades elevadas pode consistir em
opcao para substituicdo as enzimas comerciais, convencionalmente utilizadas,
gerando reducdo dos custos envolvidos na producdo e aumentando a

viabilidade econdmica do processo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

O objetivo deste trabalho foi selecionar bactérias produtoras de enzimas
amiloliticas obtidas a partir do isolamento da microbiota presentes em residuos

das lavouras cacaueira e dendezeira com finalidade de aplicacédo industrial.

2.2 Especificos

e Isolar cepas bacterianas a partir de residuos das lavouras cacaueira e

dendezeira,
e Caracterizar a atividade amilolitica de cepas bacterianas isoladas,
e Quantificar a atividade amilolitica de cepas bacterianas isoladas,

¢ Identificar taxonomicamente os isolados potenciais produtores de

amilases.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Enzimas

As enzimas sao proteinas que atuam como biocatalisadores. Aceleram
a velocidade de uma rea¢do quimica termodinamicamente possivel, reduzindo
a barreira energética da reacdo (HARGER, 1982). Sao essenciais no
metabolismo, ocorrendo em todos 0s organismos vivos, desde 0s mais simples
aos mais desenvolvidos (LEADLAY, 1993).

Os mecanismos de acdo dos catalisadores biolégicos s6 recentemente
foram elucidados, sendo precedido por uma série observacdes de diferentes
pesquisadores que gradativamente permitiram a construcdo dos
conhecimentos atualmente disponiveis.

Contribuicbes importantes foram fornecidas pelos estudos de Jean
Batiste Van Helmont. No século XVII, Van Helmont ao analisar a transformacéo
dos alimentos como um processo quimico, identificou a necessidade de
substéancia as quais designou de fermentos (KIELING, 2002). Em 1814, Kirchof,
utilizando as enzimas presentes no extrato de trigo, demonstrou que a
degradacdo do amido resultava em moléculas de glicose. Em 1833, Johan
Kjeldahl, um quimico dinamarqués, desenvolveu um método analitico para
detectar nitrogénio no estado trinegativo em certos compostos organicos. Este
método fundamentou a enzimologia quantitativa e € utilizado amplamente na
quantificacdo de proteinas em alimentos (PARIZA, 2002).

Em 1836, investigando processos digestivos, o fisiologista aleméo
Theodor Schwann conseguiu isolar a Pepsina a partir de tecido animal, de
estbmago humano. Por volta de 1860 o cientista Von Liebig defendia a ideia
de que a fermentacéo resultasse de um processo quimico comum, no qual os
“fermentos” fossem materiais ndo vivos. Louis Pasteur, um cientista francés,
defendia a idéia contréria, de que a fermentacdo s6 ocorreria na presenga de
organismos viaveis (KIELING, 2002).

Em 1897, com o trabalho dos irmdos Buchner, quimicos alemaes, que
demonstraram que o extrato de levedura livre de células podia converter

glicose em etanol e dioxido de carbono, exatamente como células de levedura
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vivas. Essa descoberta resolveu o impasse entre Liebig e Pasteur (ENZIMA,
2009).

O botéanico, micologista e microbiélogo Emil Chr. Hansen, no decorrer do
mesmo ano, 1987, descobriu e desenvolveu um método para propagar
leveduras. Seu método tornou possivel produzir culturas puras de leveduras e
€ utilizado na atualidade em processos industriais de fermentacdo (PARIZA,
2002).

Em 1926, foi observado pela primeira vez que as enzimas eram
proteinas, depois de se isolar e caracterizar uréase de extratos de feijao.
Posteriormente, também foram isoladas e caracterizadas a pepsina e a tripsina.
A natureza protéica das enzimas foi aceita em 1930 na sequéncia dos
trabalhos de James Summer, de John Northrop e Moises Kunitz que
demonstraram correlacdo direta entre a atividade catalitica de preparacdes
purificadas de enzimas digestivas e o seu contetudo protéico (LEHNINGER,
1976).

Grandes avanc¢os na tecnologia das enzimas ocorreram em meados da
década de 1950. O progresso no conhecimento da bioquimica deu origem a
uma compreensdo mais ampla da grande variedade de enzimas presentes nas
células vivas e de seu modo de acdo (ENZIMAS, 2005).

As enzimas sao classificadas em grupos, em funcéo do tipo de reacgéo
gue catalisam, sendo: oxidorredutases (catalisam reacfes de Oxidoreducdes),
transferases (catalisam reacdes de transferéncia de grupos de uma molécula a
outra), hidrolases (catalisam reacdes de hidrolise), liases (catalisam reacdes de
quebra de ligacdes), isomerases (catalisam reagbes de mudanca
intramolecular, onde um substrato transforma-se em um produto isémero) e
ligases (catalisam a ligac&o covalente de moléculas, com simultanea quebra de
uma ligacdo de alta energia) como determinado pela International Union of
Biochemistry (SANT'ANNA et al., 2001). A nomenclatura €& definida
adicionando-se a terminacdo ase ao nome do substrato ao qual se ligam, como
por exemplo: as uréases sdo enzimas que controlam a decomposicao da uréia;
as proteases sdo enzimas que controlam a hidrélise de proteinas, assim como
as amilases, sdo as enzimas que hidrolisam o amido. Algumas enzimas como
as proteases tripsina e pepsina, conservaram os nomes utilizados antes que se
adotasse esta nomenclatura (PASTORE, 2010).
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Por serem extremamente sensiveis, as enzimas necessitam de
condicbes especificas para atuarem corretamente. Os fatores que podem
influenciar na atividade enzimética sdo: a concentracdo de substrato, o pH e a
temperatura. Devido a suas caracteristicas quimicas, as enzimas sao ativas em
uma faixa estreita de pH. Comparadas aos catalisadores quimicos, as enzimas
agem sob condicbes relativamente brandas em termos de temperatura e de
acidez (VOET, 2006).

As enzimas podem ser obtidas de fontes animais (amilase pancreatica,
lipase pancreatica, pancreatina, pepsina, quimosina), de fontes vegetais (a-
amilase, B-amilase, bromelina, ficina e papaina) ou produzidas por micro-
organismos, sendo as produzidas por microorganismos, comumente
empregadas para fins biotecnolégicos (PANDEY, 2005; LEHNINGER, 2007).

A partir de 1980, as empresas produtoras de enzimas vém empregando
técnicas de modificacdo genética para aprimorar a eficiéncia e a qualidade da
producdo e para desenvolver novos produtos (WANDERLEY et al., 2011). A
guimosina recombinante foi a primeira enzima derivada de fonte geneticamente
modificada a receber aprovacdo para uso alimentar na Suica em 1988 e nos
Estados Unidos em 1990 (ENZIMAS, 2005).

A utilizacdo de enzimas em processos industriais vem se expandindo
consideravelmente, embora, este campo ainda possa crescer muito devido a
implementacdo de novas enzimas em outros ramos das industrias, o que
permite a oportunidade de desenvolvimento de novas tecnologias
(WANDERLEY et al., 2011).

O desenvolvimento do mercado de enzimas € um bom exemplo de
aplicacado da biotecnologia em nosso cotidiano. Os principais produtores s&o
oriundos da Europa: a Novo Nordisk (Dinamarca), Gist-Brocades (Holanda) e
Genecor International (Finlandia). Destas, a Novo Nordisk detém uma
percentagem de aproximadamente 50% do mercado mundial de enzimas
industriais (LEMOS, 2006).

As enzimas séo aplicadas atualmente em diversos setores industriais,
incluindo as industrias de alimentos, papel, téxtil e farmacéutica (PANDEY,
2005). Entre as diversas vantagens da utilizacdo das enzimas, destaca-se 0
fato de ser um produto natural, que apresenta um alto grau de especificidade
nas reacodes, contribuindo para a eficiéncia do processo, e ainda, por



23

apresentar a atividade que pode ser regulada, atuando em baixas
concentracbes e sob condi¢cdes brandas de pH e temperatura (BON et al.,
2008).

Atualmente, cerca de 3.000 enzimas identificadas constam na lista da
Enzyme Comission (EC). Entretanto, apenas 60 delas possuem aplicacao
industrial (WANDERLEY et al., 2011). Cerca de 80% das enzimas utilizadas na
industria correspondem a hidrolases (COELHO, 2008). As enzimas
proteoliticas lideram a producdo mundial em escala industrial, seguidas das
enzimas amilolitica, entre as quais as amilases, que hoje atingem uma meédia
de 29% dessa producédo (NGUYEN et al., 2002).

3.2. Enzimas Amiloliticas

As enzimas amiloliticas s&do responsaveis pela degradacdo das
moléculas de amido (Figura 1). O amido consiste na principal fonte de
carboidratos na alimentacdo humana, representando cerca de 50-55% na dieta.
Para o0s vegetais superiores funciona como substéncia de reserva. Os
depdsitos do amido nas plantas ocorrem em érgaos especializados em reserva
energética como 0s grdos nos cereais e tubérculos em raizes (BEMILLER,
1997). O amido é um homopolissacarideo de glicose formado por dois
polissacarideos muito semelhantes, a amilose e a amilopectina (Figura 2). A
amilose é formada por cadeias lineares helicoidais de residuos de glicose
unidos por ligagdes glicosidicas a-1,4 enquanto a amilopectina apresenta
estrutura altamente ramificada possuindo residuos de glicose unidos por
ligagdes glicosidicas a-1,4 das quais partem ramificacdes unidas por ligacdes
a-1,6. As cadeias da amilopectina, normalmente apresentam uma distribuicéo
bimodal, com longas e curtas cadeias tendo uma media de 40 a 60 e 11 a 25
residuos de glicose, respectivamente (LEHNINGER et al., 2002). A amilose e a
amilopectina ocorrem em propor¢des que variam entre as diferentes espécies
de origem e de acordo com o grau de maturacdo da planta. O amido isolado
dos vegetais € composto, essencialmente pelos polimeros de a-D-glicose, mas
também pode apresentar componentes menores provenientes de diversas

fontes, tais como, o material no interior dos amiloplastos (onde os granulos séo



24

formados) e de sua membrana limitante, e do material depositado sobre a
superficie dos granulos durante a desintegracdo do tecido ou pelos
procedimentos de extracdo do amido (HORIMOTO e CABELLO, 2007).

AMIDO "

)S?gx ;yix }>< )g)&i»\g% -

Figura 1: Forma estrutural do amido. (Retirado de NUNES et al., 2006)
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Figura 2: a) Estrutura quimica da amilose. b) Estrutura quimica da amilopectina. (Retirado de
NUNES et al., 2006)

Por suas propriedades quimicas, o amido € amplamente utilizado nas
industrias do setor alimenticio, podendo servir, entre outras func¢des, como
espessante, facilitador do processamento, texturizante, fornecedor de soélidos
em suspensédo e protetor dos alimentos durante o processamento (CEREDA,
2001). Alem disso, aproximadamente, um terco da producdo de amido € usado
em industrias de papel, embalagens e tecidos, que o utilizam como adesivos ou
como aglutinante de fibras. Entretanto, é na producéo de glicose que o amido
processado € mais utilizado (BIGELIS, 1993).

Desde o inicio do século passado o mercado industrial comecou a

demonstrar interesse na producdo de glicose a partir de materiais amilaceos,
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impulsionando assim, as pesquisas para producdo de amilases. Atualmente, a
maioria das amilases utilizadas nas industrias de alimentos, bebidas, quimicas,
farmacéuticas, papel e celulose, téxtil, entre outras, sdo de origem microbiana.

Sendo disponiveis comercialmente, as amilases microbianas tém
aplicacdo quase completa na hidrélise do amido em industrias que processam
este polimero (PANDEY et al.,, 2005). Sdo divididas em dois grupos: as
endoamilases e as exoamilases. As endoamilases catalisam hidrélises de
forma aleatdria no interior da molécula do amido. Essa acéo causa a formacéo
de ramos lineares de oligossacarideos com cadeias de varios comprimentos.
Dessa forma quebram as ligagdes glicosidicas a-1,4 presentes na parte interna
das cadeias de amilose ou amilopectina. As exoamilases hidrolisam
exclusivamente ligagdes glicosidicas a-1, 4, como a B-amilase ou as ligacdes
a-1,4 e a-1, 6, como amiloglicosidase e glicosidase. Outros exemplos de
exoamilases sdo a ciclodextrina glicosiltransferase e a a-amilase maltogénica
(MAURER, 2003).

Para a conversdo eficiente do amido em compostos de baixa massa
molecular, é necessaria uma ac¢do coordenada das enzimas citadas
anteriormente. Costa (1996) apresenta um esquema (Figura 3) para identificar

e classificar as enzimas amiloliticas.

Endo-c-1 4-Glucanase — w-Amilase
a1 4-Glucanases
i — Exomaltohexahidrolase
Exo-a-14-Glucanase — Exomaltopentahidrolase
— Exomaltotetrahidrolase
Enzimas — p-Amilase

Amilaliticas — Amiloglucosidase

L |sopululanase

Endo-e-1 6-Glucanase Fululanase
L a1 B-Glucanases lsoamilase

Exo-z-1 B-Glucanase — Exopululanase

Figura 3: Classificacdo das enzimas amilolitica. Fonte: Costa, 1996 (Retirado de SPIER, 2005).
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3.2.1. a-amilase

As a-amilases sdo enzimas que quebram as ligacbes a (1,4) dos
polissacarideos. Essa hidrolise ocorre de forma nao seletiva sobre varios
pontos da cadeia simultaneamente, sendo que o0s primeiros produtos da
hidrélise sdo sempre oligossacarideos de 5 a 7 unidades de glicose. Ocorre
quebra preferencial em pontos da hélice, da cadeia espiral da amilose ou da a
(1,4) da amilopectina (JUGE et al., 2006). Portanto, a alfa-amilase é uma
endoenzima que hidrolisa ligacdes O-glicosidicas a (1-4), produzindo
oligossacarideos que contém ligagbes a (1-6), além de glicose e maltose. As
ligacdes a (1-6) ndo sédo quebradas pela alfa-amilase (GEORG-KRAEMER et
al., 2000; MACGREGOR et al., 2001; XIAO et al., 2006; ENEJE et al., 2004;
ADEWALE et al., 2006).

As amilases sdo essenciais na digestdo dos alimentos, como as
amilases salivar e pancredtica, na germinacdo de grdos e no crescimento
microbiano (HIZUKURI, 1996). Agem, isoladamente ou simultaneamente, com
outras enzimas amilolitica, apresentando importantes aplicacfes na industria
de alimentos, bebidas e na obtencdo de produtos téxteis e farmacéuticos
(MOREIRA et al., 1999).

Apesar de nos ultimos anos as a-amilases bacterianas terem recebido
mais atencdo dos pesquisadores devido a sua maior termoestabilidade, a
liquefacdo do amido catalisada por estas enzimas tem se constituido na
unidade operacional mais cara do processo de sacarificagéo, principalmente
por serem produzidas por fermentacdo submersa (SOUZA et al., 1996). Assim,
no campo da biotecnologia pesquisas sobre a producdo de a-amilases
termoestaveis de menor custo, sdo recomendadas (SOUZA et al., 1996).

As a-amilases podem ser encontradas nos mamiferos, vegetais
superiores, fungos, bactérias e crustaceos. A a-amilase cristalina pode ser
preparada a partir do sangue e pancreas humanos, pancreas do rato, cevada
malteada, algumas espécies do género Aspergillus, Pseudomonas
saccharophila, Bacillus subtilis, Bacillus coagulans, Bacillus
stearothermophillus, enquanto as enzimas purificadas sao obtidas de sorgo

malteado, soja, trigo maltado, pancreas de alguns passaros como o pombo
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além de crustaceos como o caranguejo. Alguns insetos também produzem
isoformas de a-amilase (BRENA et al.,, 1996). Segundo Prakash e Jaiswal
(2010), essas enzimas possuem a estrutura tridimensional altamente
conservada.

A estrutura basica das a-amilase consiste em uma cadeia polipeptidica
Unica dobrada em trés dominios A, B e C (Figura 4). O dominio catalitico A é o
mais conservado em todas as familias de a-amilases. Ele consiste em um barril
(a/B)s N-terminal apresentando dobramento altamente simétrico de oito fitas-8
paralelas e arranjadas em um barril circulado por oito a-hélices. Este barril &
conhecido como barril TIM, pois foi observado pela primeira vez na triose
fosfato isomerase (TIM) de musculo de galinha que esta presente em varias
outras proteinas (BANNER et al., 1975).

\ Sitios de ligagdo
*'_* secundarios
L )\ )\ J
| I I
Dominio B Dominio A Dominio C

Figura 4: Estrutura tridimensional da a-amilase organizada em 3 dominios A, B e C (Fonte:
MOTYANA et al., 2011).

O barril Tim € um motivo estrutural de proteinas e este possui quatro
regides altamente conservadas, relacionadas ao sitio ativo presente nas a-
amilases. A primeira regido € um residuo de histidina na porcédo C-terminal da

terceira fita-B que interage com residuos de glicose do substrato. A segunda
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regido € um residuo de acido aspartico na fita-f que age como um nucledfilo
durante a catalise. A terceira regido é um residuo de acido glutdmico na quinta
fita-Bp que age como doador/aceptor de prétons. E a quarta regido, € um
residuo de histidina e de acido aspartico na sétima fita-p que podem formar
ligacbes de Hidrogénio com residuos de glicose do substrato (VAN DER
MAAREL et al., 2002).

Além dos dominios A, B e C, o tipo e 0 numero de dominios extras,
como os dominios D e/ou E localizados na porcdo C-terminal, sdo muito
variaveis na familia das a-amilases (JANECEC et al., 1997). A funcdo do
dominio D é desconhecida. O dominio E esta relacionado ao mddulo de ligagédo
com o carboidrato (CBM) ou dominio de ligacdo ao amido (SBD), as diferentes
sequéncias/estruturas dos médulos melhoram a eficiéncia de uma enzima
amilolitica no amido cru (MOTYANA et al., 2011).

O sitio ativo est& localizado entre o dominio A e o dominio B na regido
C-terminal das fitas- 8 do barril TIM. Por meio de estruturas determinadas por
difracdo de raios-X de a-amilases bacterianas complexadas com acarbose
(Figura 5), um pseudotetrassacarideo inibitorio, foi possivel observar que a
fenda de ligacdo ao substrato, pode acomodar de quatro a dez unidades de
glicose que variam de acordo com a origem da a-amilase (NIELSEN e
BORCHERT, 2000).
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Figura 5: Estrutura tridimensional da a-amilase de Bacillus subtilis complexada com arcabose
(fonte: KAGAWA et al., 2003).

Em 1953, Konshland prop6e o mecanismo catalitico mais aceito até os
dias atuais. Este mecanismo é denominado de mecanismo de dupla
substituicdo. O processo envolve dois residuos cataliticos no sitio ativo, um
residuo de acido glutdmico e um residuo de aspartato (VAN DER MAAREL et
al., 2002). Consiste em trés passos (Figura 6). O primeiro passo é a protonacgao
do Oxigénio do residuo de glicose pelo doador de prétons, geralmente um
residuo de glutamato da a-amilase (NIELSEN e BORCHERT, 2000). Em
seguida, ha um ataque nucleofilico pelo nucleodfilo catalitico, geralmente um
residuo de aspartato no carbono C1 da glicose (UITDEHAAG et al., 1999). No
terceiro passo, ha uma ativacdo de uma molécula de agua pelo doador de
prétons, o residuo de glutamato, que esta desprotonado (NIELSEN e
BORCHERT, 2000). A molécula de agua ativada hidrolisa entdo a ligacao
covalente entre o oxigénio do nucledfilo e o carbono C1 da glicose
completando assim o ciclo catalitico (NIELSEN e BURCHERT, 2000).
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Figura 6: Mecanismo catalitico das a-amilases. I-protonacdo do Oxigénio glicosidico e ataque
no Carbono C1 da glicose pelo Aspartato. II-Ativacdo da molécula de 4gua, clivagem
da ligacéo covalente entre o carbono C1 da glicose e o Aspartato. Ill- Regeneragéo
do estagio inicial de protonacéo (figura Retirada de NIELSEN e BORCHERT, 2000)

Grande parte das a-amilases possui um ou mais fons de Calcio (Ca*?)
por molécula que sdo essenciais para a atividade e estabilidade da enzima
(JANECEK, 1997). Gupta (2003), afirma que o numero de sitios de ligacédo
varia de um a dez, sendo a afinidade das a-amilases ao Ca* muito maiores
que a outros ions. Entdo, o Calcio, liga o barril (a/B)s ao dominio B,
estabilizando dessa forma a estrutura do sitio ativo (BUISSON et al., 1987).

As enzimas mais utilizadas pela industria sdo as a-amilases. Na maioria
das vezes, as condicBes industriais para utilizacdo dessas enzimas sao
adversas, apresentando pH acido, temperaturas elevadas, alta viscosidade,
entre outros (GUPTA, 2003). Algumas enzimas perdem a sua funcdo em
algumas faixas de pHs e em temperaturas elevadas devido principalmente a
desestabilizacdo da sua estrutura. A conformacdo estrutural e a atividade
amilolitica sdo extremamente relacionadas. Ha, portanto um grande interesse
biotecnolégico em a-amilases mais eficientes que sejam ativas nessas
condicbes (MAC GREGOR et al., 2001).

A faixa Otima de temperatura para sua atividade € de 55 a 70°C, que
varia dependendo da fonte. A atividade aumenta consideravelmente de 0° a
40°C, entretanto, as amilases bacterianas apresentam maior estabilidade frente
as temperaturas superiores a 40°C, com atividade o6tima ao redor de 70°C
(REED, 1975). Miller et al., (1957) citado por Reed (1975), estudou a



31

estabilidade da enzima com o aumento da temperatura até 80°C e observou
que as amilases fungicas perderam quase que completamente sua atividade
inicial, enquanto que nessa mesma temperatura, as amilases bacterianas
preservaram 92% de sua atividade.

Prakash e Jaiswal (2009), afirmaram que o mercado anual de enzimas
termoestaveis representa aproximadamente U$ 250 milhfes, tendo as o-
amilases posicao de destaque (BURHAN et al., 2003). De acordo com Prakash
e Jaiswal (2009), entre as principais fontes de a-amilases termoestaveis
destacam-se as bactérias Bacillus subtilis, Bacillus estearothermdphilus,

Bacillus licheniformis e Bacillus amiloliqueefaciens.

3.2.2. B-amilase

A B-amilase € uma enzima que hidrolisa terminais n&do reduzidos de
amido e maltooligosacarideos produzindo unidades de maltose. E uma exo-
amilase, denominada a-1,4-glucan maltohidrolase, encontrada, sobretudo nos
vegetais superiores. A [B-amilase hidrolisa as ligacfes glicosidicas a-1,4 de
polissacarideos, separando duas unidades de glicose na forma de B-maltose,
por uma inversdo (CLARK et al., 2003; MOHAN et al., 2005; BRIEN e
FOWKES, 2005; SAHLSTROM et al., 2003).

Segundo Kunze (1996), essas enzimas sao obtidas a partir de graos de
gramineas ndo germinadas, pois com a germinacao surge a a-amilase, que é
produzida no segundo e quarto dia de germinacdo e a quantidade dessa
enzima pode ser aumentada durante o prolongamento da germinacdo. Ja
Molina-Cano e colaboradores (2000, 2002), afirmam que antes da germinacao,
a B-amilase ja esta presente em quantidades maiores na cevada, quando
comparada a a-amilase. Depois de uma diminui¢do inicial, a quantidade de [3-
amilase tem aumentos consideraveis no segundo e terceiro dias de
germinacdo. A B-amilase tem pH 6timo entre 4,0 e 6,0 e temperatura 6tima de
30 a 50°C (SANTANA, 2012).
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3.2.3. Amiloglucosidade (Glucoamilase)

A amiloglucosidase, ou glucoamilase, ou glicoamilase, (1,4) (1,6)- a-D-
glucan glucanohidrolase, EC 3.2.1.3, conforme a “Enzyme Comission of the
International Union of Biochemistry”) € uma enzima extracelular que rompe as
ligacbes a-1,4 e a-1,6 do amido a partir da extremidade ndo redutora até
glicose (LIN et al, 1993; PANDEY et al., 2005).

Além das fracBes amilose e amilopectina do amido, outras moléculas
como maltose, dextrinas e glicogénio sdo hidrolisadas pela enzima, que atua
também sobre as ligacdes a-1,3. A amiloglucosidase € uma enzima de inducao,
sendo importante a presenca de maltose ou amido no meio para sua alta
producdo. Entretanto, como a enzima é chamada de inducdo néo tipica, o
micro-organismo a sintetiza, mesmo se crescer em glicose como fonte de
carbono (REGULY, 1991) citado por COSTA (1996). E, na sua maior parte,
produzida por linhagem dos fungos Aspergillus e Rhizopus sp sendo que,
dentre essas, a amiloglucosidase de Aspergillus é a mais termoestavel. Essa
enzima catalisa eficientemente a reacdo de sacarificacdo do amido dentro de
uma faixa estreita de temperatura (LEMOS et al., 2006).

Assume importancia industrial devido a habilidade de formar menos
produtos de reversdo que a hidrolise acida (PARK e SANTI, 1977), bem como
a sua alta taxa de conversdo do polissacarideo em glicose. Assim, a
amiloglucosidase é usada em amidos liquefeitos com a-amilase para chegar a
produtos que serdo usados como substratos para fermentacdes, ou para a
obtencao biotecnoldgica de glicose e dextrinas (MACKENZIEA et al., 2000).

As amiloglucosidases provenientes de diferentes fontes apresentam pH
otimo entre 3,0 e 5,0 (COSTA, 1996) e entre 4,5-5,0 (SOCCOL et al., 2005)
estando o pH de maior estabilidade da enzima no intervalo de 4,0 a 5,0 (REED,
1975). Essas amiloglucosidases incluem as produzidas por Aspergillus niger
(SOCCOL et al., 2005). Zanin (1989) também ressalta que o pH em que a
enzima amiloglucosidade de A. niger apresenta maxima atividade esta entre
3,5e5,0.

A temperatura Otima da enzima se encontra, na maioria das vezes, entre
50 e 60°C (REED, 1975; COSTA, 1996), que incluem a amilogclucosidase de

A. niger, A. oryzae, Monascus kaoliang, Mucor rouxinos, Penicillium oxalicum
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(SOCCOL et al.,, 2005). Mackenziea et al., (2000), Cepeda et al., (2001) e
Lemos et al., (2003), complementam que varios micro-organismos e plantas
produzem amiloglicosidase, das quais a maior parte disponibilizada
comercialmente é produzida por linhagens dos fungos Aspergillus e Rhizopus
sp. sendo a enzima produzida por Aspergillus é mais termoestavel,
apresentando a maxima atividade em torno do pH 4,5, em temperaturas de 50-
55°C sendo, entretanto, rapidamente inativada em temperaturas proximas a
60°C. Esta termoestabilidade limitada afeta seu uso no processo industrial,

onde a atuacao prolongada em altas temperaturas € necessaria.

3.3. Producéao de Enzimas Microbianas

Os micro-organismos exercem funcdes importantes considerando
aspectos ecoldgicos e econdmicos. Segundo Paul e Clark, (1996), participam
de importantes ciclos biogeoquimicos, na transformacéo de metais como ferro
e mercurio (HANDELSMAN, 2004), e atuam aumentando a produtividade de
plantas (HEIJDEN, BARDGETT e STRAALEN, 2008). Com o avanco no
conhecimento da biodiversidade microbiana houve um grande interesse
econdmico, principalmente por parte das industrias, possibilitando avancos
biotecnolégicos principalmente nas éareas de biorremediacdo, conversao
energética, biocatalise e sintese de produtos naturais (KIM et al., 2008;
WULFF; CARRER e PASCHOLATI, 2006).

Segundo Fellows (1994), para que a producdo de enzimas hidroliticas
microbianas seja viavel, devem ser observados os seguintes requisitos: os
micro-organismos devem ser capazes de crescer em substratos de baixo custo;
a producéao de enzima deve ocorrer em um ritmo elevado, constante e em curto
espaco de tempo; os métodos para a recuperagdo das enzimas devem ser
simples e de baixo custo; a preparacdo enzimatica obtida deve apresentar
significativa atividade e estabilidade.

As enzimas microbianas podem ser obtidas tanto por cultivo superficial
em substratos sélidos, como por exemplo: farelo de trigo, milho, cascas de
algumas frutas, preparados a base de soja, farinha de trigo, cacau em po,
graos de cereais, legumes, madeira e palha (FELLOWS, 1994; WARD, 1989)
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como também podem ser obtidas por cultivos submersos com o emprego de
substratos liquidos. O substrato deve conter uma fonte de carbono (fonte
energética) e uma fonte de nitrogénio que permitam a proliferacéo celular. Além
disso, podem requerer também nutrientes especificos para o crescimento além
de determinados minerais para a producao enzimatica. A producédo de enzimas
pelo cultivo submerso exige a preparacdo prévia de um inéculo que é
preparado nas mesmas condi¢bes de incubacdo que o cultivo final para a
producdo da enzima. Alguns exemplos de substratos de baixo custo e
disponiveis em abundancia sdo os melacos hidrolisados de amido e agua de
maceracao de milho (FELLOWS, 1994).

Logo apoOs a fermentagdo, as enzimas sdo recuperadas atraves da
centrifugacédo, filtracdo, precipitacdo fracionada, separacdo cromatografica,
separacao por membrana, liofilizacdo ou pela combinacdo de outros métodos.
As enzimas intracelulares sao extraidas mediante rompimento celular, sendo
que neste caso a recuperacdo da enzima é mais dificil e seu rendimento é
inferior, porque parte da enzima pode permanecer retida na massa celular.
Quando é necesséria a extracdo do restante da enzima intracelular, pode-se
proceder a precipitacdo com acetona, alcoois, sulfato de ambnio ou por
ultrafiltracdo. O éxito da fabricacdo industrial de enzimas depende do grau em
que a atividade dos micro-organismos € alcancada e quando se reduzem
custos do substrato empregado, da incubacdo e da recuperacdo da enzima
(FELLOWS, 1994).

Diversos s&0 0s micro-organismos produtores de a-amilase e
amiloglucosidase, destacando-se as espécies dos géneros Aspergillus,
Rhizopus, Bacillus que tém sido empregadas em processos industriais
(COSTA, 1996; PANDEY et al, 2005). Ward (1989) afirma que, enquanto a
maltose parece ser o melhor indutor para a a-amilase de Aspergillus oryzae; o
amido, a maltose e a glucose estimulam a producao de amiloglucosidase por
Aspergillus niger.

Fellows (1994) relata que as preparagbes comerciais de amilases
fungicas que contém pequenas proporcdes de fosfatase, glucoamilase e
protease, sacarificam mais profundamente o amido, que a amilase e dao lugar
a quantidades substanciais de maltose que contém apenas glucose. Séo
utilizadas para os seguintes processos: eliminam a turbidez produzida pelos
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amidos e reduzem a viscosidade dos sucos de frutas; transformam o amido de
cacau em dextrinas reduzindo assim sua viscosidade e melhorando os xaropes
de chocolate; reduzem a viscosidade da massa de panificacdo e aceleram a
fermentacdo dessas massas pelas leveduras. Dentre as amilases fungicas as
que apresentam maior interesse industrial s&o: a-amilase, B-amilase;

amiloglucosidase e dextrinase limite (HARGER, 1982).

3.4. Taxonomia aplicada a identificacdo de bactérias

Taxonomia é a ciéncia que lida com a classificagdo: criacdo de novos
taxa; identificacdo: alocacdo de linhagens dentro de espécies conhecidas e
nomenclatura (VANDAMME et al., 1996). A identificacdo consiste no uso de
metodologia discriminatoria, necessaria para a classificacdo ou alocacdo dos
organismos em grupos afins, de acordo com caracteristicas bioquimicas,
fisioldégicas, genéticas e morfoldgicas. Esta ciéncia produziu um sistema
estavel, predizivel e altamente informativo que tem colaborado para o avanco
de varios ramos da ciéncia, incluindo ndo somente a microbiologia, mas
também a genbmica, ciéncias médicas, ecologia de micro-organismos,
biotecnologia, evolucdo e epidemiologia (NATURE GENOMICS AND
TAXONOMY, 2002).

A necessidade de classificar organismos vivos para sistematizar os
conhecimentos acerca das diferentes espécies foi demonstrada no século 16.
Nesta época, Lineu propds um sistema binomial de classificacdo que € uma
das bases da classificacdo atual dos organismos. Em 1758, a décima edigcéo
do Systema Naturae de Lineu incluia 5.897 espécies de plantas e animais, 0s
dois reinos nos quais ele dividia os organismos vivos. A Taxonomia se tornou
uma profissdo durante o século XIX, resultando em um rapido aumento no
namero de animais e plantas terrestres conhecidos (CURTIS et al., 2002).

O propésito primario de um sistema taxondmico utilitario € fornecer
classificacdes que sejam Uteis para finalidades cientificas ou praticas diversas,
especialmente a identificacdo, e também gerar bases de dados contendo
informacéao relevante sobre organismos. Os primeiros sistemas de classificacao
de procariotos eram baseados apenas em algumas propriedades fenotipicas,
como propriedades morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas, que eram usadas
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para agrupar linhagens (BERGEY’S, 1934). Embora tais métodos tradicionais
refletissem as limitacbes tecnolégicas daquele periodo, governaram por
décadas a taxonomia microbiana e forneceram informacdo descritiva para a
estruturacdo de diversos taxa bacterianos. Na pratica, por se basear
exclusivamente em algumas propriedades morfolégicas e comportamentais e
por ndo considerar qualquer afinidade evolutiva verdadeira, levaram a sérios
erros de classificacdo microbiana, nos mais variados grupos de bactérias e por
isso foram tidos como artificiais (BOONE e CASTENHOLZ, 2001).

Com o advento da taxonomia numeérica (SNEATH e SOKAL, 1962) e o
surgimento da computacao, dados fenotipicos comecaram a ser analisados por
coeficientes numéricos que expressam similaridade entre linhagens com o
auxilio da computacédo. Sem duvidas, a taxonomia numérica veio proporcionar
maior objetividade aos esquemas de classificacdo microbiana e a abordagem
pressupunha a utilizagcdo de um grande nimero de testes bioquimicos (100 a
200) e uma amostragem grande e diversificada de linhagens, sendo os
resultados expressos em porcentagens (VANDAMME et al., 1996). Embora a
aplicacdo de taxonomia numérica tenha proporcionado avancos significativos
na classificacdo dos micro-organismos, em especial das bactérias,
desconsiderava os aspectos evolutivos (GOODFELLOW, 2000).

Nos ultimos 40 anos, com o desenvolvimento nas areas de quimica,
biologia molecular, estatistica e informatica, a taxonomia de procariotos sofreu
profundas alteracdes na direcdo de um sistema que refletisse as relagbes
evolutivas entre os organismos aproximando a classificacdo microbiana o
melhor possivel da realidade bioldgica. Na década de 70 foi estabelecida a
taxonomia polifasica, que propunha o emprego da analise de homologia de
DNA-DNA associada a uma variedade de caracteristicas ecologicas e
fenotipicas na classificacdo de micro-organismos (COLWELL, 1970). Colwell
prop0s a integracdo da informacédo do nivel molecular ao ecolégico para obter
identificagcBes e classificacfes mais precisas e confiaveis.

WOESE e FOX (1977) publicaram o trabalho seminal sobre o uso de
sequéncias do crondmetro RNAr 16S para a reconstrucdo da Arvore da Vida.
Em procariotos sdo encontradas trés unidades ribossomais: 5S, 23S e 16S
(constitui a subunidade pequena) (SERVIOR et al., 1999). Devido a

importancia da sintese de ribossomas para o funcionamento celular, é provavel
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que o sistema de traducéo tenha surgido uma Unica vez na evolucdo e néo
tenha sido alterado subsequentemente. Desta forma, as sequéncias das
subunidades 5S, 16S e 23S podem ser consideradas conservadas, assim
como os genes que as codificam (ABREU, 2004). De fato, se demonstrou que
o RNAr 16S seria extremamente util na afiliacdo filogenética de bactérias em
espécies, géneros e familias (WOESE, 1987), O uso do RNAr 16S foi
prontamente incorporado a taxonomia polifasica (STACKEBRANDT e
GOEBEL, 1987).

A substituicdo aos ensaios de hibridizacdo DNA-DNA pelos protocolos
extremamente rapidos de sequenciamento de rRNA 16S foi fortalecido pelo
trabalho de Stackebrandt e Goebel (1994), cujo resultado mostrou a existéncia
de correlacdo entre as duas metodologias. Entretanto, demonstrou-se que a
resolucao filogenética associada a metodologia de rRNA 16S muitas das vezes
€ baixa, gerando sub-estimativas para espécies muito relacionadas (PAYNE et
al., 2005). Aliado a baixa resolucdo do rRNA 16S existem outras desvantagens
considerando o emprego desta ferramenta: (i) o nimero de cépias dos genes
pode variar de uma espécie para outra, levando ao processo de conversao
génica (FROSTEGARD et al., 1999) e (ii) davidas a respeito do grau de
resisténcia que estes genes apresentariam a transferéncia lateral (YAP,
ZHANG e WANG, 1999).

Apesar das criticas o emprego do rRNA 16S revolucionou a taxonomia
de procariontes nos ultimos 30 anos e atualmente representa a metodologia
mais utilizada para a identificacdo microbiana (BRENNER, STALEY e KRIEG,
2005). O rRNA 16S é considerado o marcador filogenético universal por varias
razdes, entre elas: i) distribuicdo universal entre os procariotos, ii) apresenta
baixa taxa de mutacdo durante a evolucdo, iii) papel fundamental de sintese
protéica, iv) ndo ocorréncia de transferéncias horizontais, v) tamanho ideal
(aproximadamente 1500 pares de bases) para a utilizacdo através de técnicas
de PCR e sequenciamento, vi) um uanico par de iniciadores capazes de
amplificar o rRNA 16S de praticamente todas as bactérias (FOX, PECHMAN e
WOESE, 1977; LANE et al., 1985).

O desenvolvimento rapido dos metodos de sequenciamento de DNA e o
acumulo da informacdo de sequiéncias em bases de dados publicas de livre

acesso (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) tém permitido o0 sequenciamento
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comparativo de genes homologos entre linhagens microbianas e é agora

procedimento padrdo em sistemética microbiana.

3.5. Aproveitamento de residuos industriais

Segundo estimativas, a producdo anual de residuos agroindustriais
alcanca cerca de bilhdes de toneladas. A América Latina contribui com mais de
500 milhdes de toneladas de subprodutos e residuos agroindustriais, sendo o
Brasil responsavel por mais da metade desta quantia (SANTOS et al., 2005).

A utilizacdo de residuos como fertilizantes apresenta limitacdes por
promover o recrutamento de pragas para a lavoura, além de, a depender do
residuo, promover poluicdo de adguas e de solo. Quanto a utilizagcdo como
racdo animal, apresenta limitacdes devido a presenca de compostos toxicos,
alergénicos ou antinutricionais. Portanto a disposicdo dos residuos no
ambiente encontra-se associada a questdes relevante questbes ambientais.
Neste contexto, o reaproveitamento dos residuos agroindustriais emerge como
uma alternativa socioambiental importante (GODOY, 2009).

A utilizacdo de residuos gerados pelas agroindustrias para diversas
finalidades tem sido investigada em diferentes estudos com abordagens
variadas, sendo a utilizacdo como substrato para o crescimento celular uma
das propostas (PANDEY, 1999). De fato, a matéria organica presente nos
residuos apresenta propriedades que conferem potencialidades para o uso
como combustivel metabdlico para o crescimento celular e consequentemente
producdo de biomoléculas. O reaproveitamento desses residuos
agroindustriais, além de fornecer diferentes alternativas de substratos para
fermentacdo, também ajuda na diminuicdo dos problemas de poluicéo
(PANDEY et al., 1999a ;SILVA et al., 2005a).

Pandey et al (2000), afirmam que nos ultimos anos, houve um crescente
interesse na biotransformacao desses residuos, por ser um material de baixo
custo e altamente renovavel. Deste modo, a utilizacdo desses residuos, além
de diminuir o impacto sobre o meio ambiente, devido a disposi¢do inadequada,
pode ser um fator importante para a producao de subprodutos de alto valor
agregado com diminuicdo dos custos de producdo e promocdo da

sustentabilidade da cadeia produtiva.
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3.5.1. Cacau (Theobroma cacao)

Tem sua origem nas regides de florestas pluviais da Ameérica Tropical. O
cacaueiro € encontrado em estado selvagem, desde o Peru até o México. Foi
nomeado cientificamente como Theobroma cacao (Figura 7), e faz parte da
familia das Esterculiaceas. Na literatura botanica, foi citado pela primeira vez
por Charles de I' Ecluse, que o descreveu sob o nome de Cacao fructus.
Linneu, em 1937, o descreveu como Theobroma fructus que, em 1953, propds

o nome Theobroma Cacao, que permanece até hoje (SANTANA, 2012).

Figura 7: Cacau — Theobroma cacao. Fonte: Indeca, 2011

A producgdo cacaueira constitui uma importante atividade agricola no
estado da Bahia, e s&o produzidos aproximadamente 175 mil toneladas, e isto
representa aproximadamente 83% do cacau produzido em todo o pais. O Para
e Rond6nia sdo o segundo e o terceiro produtores, colaborando com 10% e 5%
da producédo nacional (CEPLAC, 1999; PERES, 1998). Em 2009, o Brasil
produziu 218,48 mil toneladas de améndoa de cacau, sendo as Regides Norte/
Nordeste, responséveis por mais de 96% dessa produgédo, segundo dado do
IBGE. O Nordeste produziu 137,92 mil toneladas da améndoa do fruto, sendo a
Bahia responséavel por 100% da producéo regional e cerca de 64% da nacional
(SENA, 2011).
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O fruto do cacau é utilizado na fabricagcdo do chocolate, e durante o
processamento de seu grao, € gerada uma grande quantidade de residuos que
sdao chamados de farelos de cacau. Este farelo de cacau representa 10% da
producdo das améndoas secas (NETO et al.,, 2008), o que correspondeu a
21.800 t no ano de 2009, uma vez que a producao foi estimada em 218.000 t
no ano de 2009 (SENA, 2011).

A proporcdo aproveitdvel de subprodutos e residuos do cacau €
bastante expressiva, pois menos de 8% do peso do fruto do cacaueiro, em
estado normal de maturacéo, € usado pela industria beneficiadora. Em geral,
um fruto com peso médio de 500g é constituido de 80% de casca, e 20% de
semente, na qual estdo presentes o grédo seco, a améndoa, a testa e outros
constituintes do total do fruto (FREIRE et al., 1990).

3.5.2. Dendé (Elaeis guineensis Jacq).

A palma é uma palmeira nativa da costa ocidental da Africa, mais
precisamente do Golfo da Guiné, pertence a ordem Palmales e familia
Arecaceae (Figura 8) (GOMES, 2009). E cultivada principalmente na Asia, na
Africa e nas Américas Central e do Sul. Foi trazida ao Brasil no século XVI
pelos negros africanos, por ocasido do trafico de escravos para apoiar a
lavoura canavieira. Adaptou-se e floresceu espontaneamente no litoral da
Bahia e Rio de Janeiro, tornando-se conhecida no Brasil como dendezeiro. Sua
importancia deve-se ao 6leo extraido de seus frutos, conhecido como azeite de
dendé, o qual passou a ocupar um lugar de destaque na popular culinaria
brasileira, especificamente a baiana (MULLER et al., 2010).

No Brasil, os plantios comerciais estao principalmente nas regides Norte
e em menor quantidade no Nordeste, com destaque o estado do Para (GOMES
et al., 2009). E um género de apenas duas espécies, sendo uma mais
freqiente nas Américas e a outra no continente africano. A espécie americana
€ o0 caiaué (Elaeis oleifera H. B. K. Cortés) e, a africana € a palma ou
dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq) (SANTOS, 2010).
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Figura 8: Dendezeiro (Elaeis guineenses). Fonte: Embrapa Solos, 2013.

De acordo com Andrade (2010), essa palmeira produz dois tipos de 6leo:
0 Oleo de polpa e o dleo de palmiste. O primeiro € produzido em maior
quantidade e € extraido do mesocarpo do fruto, em uma base de 4,5/6
toneladas por hectare. O 6leo de palmiste € extraido do endosperma da
semente, sendo sua produtividade dez vezes mais baixa, 450 quilos por
hectare. A extragdo dos dois tipos de 6leo ocorre por meio de processo fisico
de prensagem.

O cultivo dessa oleaginosa, como planta industrial, ocorreu sob o
dominio da colonizacdo britanica, no século XIX. Os ingleses trouxeram
sementes da Africa e as plantaram em suas coldnias do Siri-Lanka, Sumatra,
Borneo e Malasia ainda sob os dominios da Companhia das indias Orientais,
tendo florescido com sucesso. Apéds a independéncia da Malasia, a partir da
década de sessenta, um agressivo programa de incentivo a essa cultura, foi
responsavel por transformar esse pais no maior produtor de 6leo de palma do
mundo. A Malasia e Indonésia sdo, hoje, os responsaveis por 87% do 6leo de
palma produzido no mundo (45,1milhdes de toneladas) (ANDRADE, 2010).

Os 06leos de palma e palmiste participam com a oferta de 31% do 6leo
vegetal consumido no mundo, desbancando seu maior concorrente, o 6leo de
soja (oferta de 28%), (figura 9) em 2011 (FAO, 2010). O cultivo do 6leo de
palma € um dos mais promissores investimentos dentro do agronegécio de
plantas perenes. E encontrado em mais de 50% dos produtos comercializados
nos supermercados de todo o mundo. Seu cultivo continua em franca expanséo

e nas ultimas quatro décadas aumentou em oito vezes sua area plantada,
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tendo atingido 16 milhdes de hectares. As dez maiores empresas do setor
concentram 22% da produgdo mundial, juntas produzem 9,7 milhdes de
toneladas/ano a partir de 2,3 milhdes de hectares de plantagdes. Envolvem em

todo o mundo trés milhdées de agricultores familiares.
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B Armandoirm
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31%

Figura 9: Consumo mundial dos principais 6leos vegetais. Fonte: Food and Agriculture
Organization — FAO (2010).

No Brasil, o uso doméstico do 6leo, na culinaria ou na industria incipiente
dos meados do século passado, era garantido pelos dendezeiros que
vicejavam subespontaneamente ou em pequenos plantios do sul da Bahia. O
cultivo industrial da palma de 6leo, com ampla area e técnicas modernas, teve
inicio, no Pard, hoje, o maior produtor nacional. A partir de 1968, através do
apoio do governo federal dentro do Programa de Integracdo Nacional, com os
incentivos fiscais da SUDAM, a Denpasa foi a empresa pioneira e grande
beneficiaria, com um plantio inicial de seis mil hectares localizados na Rodovia
PA 391 (ANDRADE 2010). A partir da década de 80 outras empresas entraram
nesse agronegocio e permanecem com sucesso. Hoje, a Agropalma é a
empresa com a maior area plantada, seguida por um pequeno grupo de
empresas menores. Mais recentemente, grandes empresas se instalaram na
regido e detém, em sua totalidade, cerca de 110 mil hectares plantados
(ANDRADE, 2010).
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Segundo Silva et al., (2011) nos ultimos 30 anos, o consumo do 6leo do
dendé tem crescido muito. O Brasil consome cerca de 280 mil toneladas, mas
tem mercado interno potencial de 400 mil toneladas/ano. Este cultivo
acelerado traz consigo residuos como folhas e o engaco. Componentes que
demoram, entre um a dois anos para se decompor no meio ambiente,
necessitando de gestdo apropriada. Para cada 100 toneladas de cachos de
frutos processados sédo obtidas 3 toneladas de torta de dendé (FURLAN
JUNIOR et al., 2006).

O residuo gerado pdés-prensagem para obtencdo do azeite de dendé
(torta) ndo € um subproduto padronizado, pois a depender do local de cultivo,
da safra e da técnica de prensagem os valores de composicdo centesimal
podem variar muito (RODRIGUES FILHOS et al., 2001). Quanto a composicao
centesimal dos residuos de dendé, Rodrigues (1993), Carvalho (2004) e
lluyemi (2006) mostraram valores de cerca de 7 a 18 % de proteina total, 21 a
50% de fibras, 6 a 20% de lipidios, umidade de 6 a 10%, e teor de cinzas de
1,63%. Silva-Rodrigues et al., (2012) encontraram cerca de 36,15% de
carboidratos néo fibrosos, e 12,67% de carboidratos fibrosos.

Ainda segundo Rodrigues et al., (1994) esse teor de proteina bruta pode
ser amplamente utilizada na alimentacdo de animais domeésticos (bovinos,
aves, equinos e suinos), participando da composicdo de racdes e ou como
fertilizante organico. Segundo Kiamura (1990), esses residuos possuem alta
qualidade devido a constituicdo do 6leo de palmiste que tem elevados teores
de acidos lauricos e miristico. Fator que evidencia que a cultura do dendé pode
ter um reaproveitamento total de todos os residuos soélidos da palma e do

palmiste.

4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos deste trabalho foram realizados no Laboratério de
Biotecnologia Industrial (LBI) da Faculdade de Tecnologia e Ciéncia (FTC) de
Salvador e no Laboratério de Microbiologia Aplicada - LAMAP do
Departamento de Biointeracdo do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) da
Universidade Federal da Bahia (UFBA).
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4.1. Coleta e preparacao dos residuos cacau e dendé

Os residuos do dendé e do cacau foram coletados na fazenda Juerana
localizada no km 12, Rodovia llhéus-Itacaré (Ba). Os agro-residuos de dendé e
cacau foram coletados, lavados com agua corrente e armazenados em sacos
plasticos limpos, sendo trazidos para processamento com intervalo de no
maximo 8h. Antes do processamento, foram separados e identificados de
acordo com a parte da planta coletada (cascas, folhas, galhos, etc.). Em
seguida, os agro-residuos foram triturados separadamente e armazenados em

frascos de vidro estéreis (Figura 10).

Figura 10: Residuos de cacau e dendé. Fonte: A autora

4.2. Enriquecimento da amostra

Para isolamento dos micro-organismos, 1g da amostra de cacau ou
dendé foi incubada a 37°C, sob agitacdo, por 48 horas em solucdo estéril
contendo: 0,01% de CaCl,, 0,02% de NH,CI, 0,01% de MgSO,4 e 0,01% de
KoHPO,. Esse procedimento permite o enriquecimento da amostra (Figura 11).
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Figura 11: Enriguecimento da amostra em meio liquido com sais. Fonte: A autora

4.3. Plagueamento e Isolamento das cepas microbianas

ApoOs esse periodo, 100 pL da amostra enriquecida, foram colocadas em
meio minimo contendo: CaCl, 0,05¢g/L , NH,4ClI 0,10g/L, MgSO, 0,05¢g/L, K,PO4,
0,40g/L, Agar bacteriolégico 15 g/L e amido a 1% como fonte de carbono. O
inoculo foi feito com o auxilio da al¢a de drigalsky. As placas foram incubadas a
37°C por 48 horas. Apdés o crescimento, Unidades Formadoras de Colonia
(UFC) foram isoladas por esgotamento com a alca de platina (figura 12). As
placas foram incubadas a 37°C por 48 horas. As colonias isoladas foram entéo
conservadas em tubos contendo o meio de isolamento. Para cada isolado os

ensaios foram feitos em triplicata.
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Figura 12: Isolamento da carga bacteriana em meio contendo 1% de amido. Em (A) Placas
contendo meio amido e em (B) colbnias isoladas apés 48 horas de incubacao.
Fonte: A autora

4.4. Caracterizacédo da atividade hidrolitica em meio soélido

Os repiques em meio contendo amido foram incubados por 96 horas a
30°C. A atividade amilolitica foi determinada através da formacdo de halo
transparente em torno das colbnias, visualizado por revelagdo com Lugol a 4%.
A atividade hidrolitica foi estimada semi-quantitativamente usando-se um indice
enzimatico (IE) que expressa a relacdo do didametro médio do halo de
degradacdo e o didmetro médio da colénia (STAMFORD et al.,, 1998). Nos

ensaios o indice enziméatico foi medido a cada 24 horas.

4.5. Identificacdo das cepas bacterianas pelo método de Gram

Os micro-organismos foram identificados parcialmente a partir do
aspecto das colbnias e de suas caracteristicas morfolégicas em microscopia
otica (GUERREIRO e SILVEIRA,1996). A técnica de coloracdo de Gram aliada
a observacao de laminas a fresco foi utilizada para diferenciar os grupos de
bactérias (FREITAS e PICOLI, 2007).

O método de Gram, que é um método de coloracdo que permite
classificar bactérias em funcdo das diferentes estruturas de parede celular a
partir das coloragbes que estas adquirem apds tratamento com agentes
quimicos especificos. A técnica consiste em tratar sucessivamente
um esfregaco bacteriano, fixado pelo calor, com o0s reagentes: cristal

violeta, lugol, etanol-acetona e fucsina basica.

4.6. Identificacdo das cepas microbianas por tipagem genética.

As cepas bacterianas de melhor producdo enzimética nas condi¢cdes
estudadas foram identificadas por técnicas de biologia molecular, com a

amplificacdo do gene rRNA 16S (subunidade menor do ribossomo) . Para a
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extracdo do DNA gendmico foi utilizado o kit comercial GenElute Bacterial

Genomic Dna Kit (Sigma).

4.6.1. Extracdo de DNA

Foi realizado utilizando-se o GenElute Bacterial Genomic DNA Kit
(Sigma). Inicialmente, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 2
minutos. Em seguida, fez-se a ressuspenséao celular com 180 pL da solugdo T
e juntamente, foi adicionado 20 pL da solucdo de RNase. Misturou-se e
esperou-se 2 minutos em temperatura ambiente. ApOs esta etapa, foi
adicionado solucdo de proteinase K e incubou-se por 30 minutos em banho
Maria em temperatura de 55°C. Apods retirar do banho-maria, foram
adicionados 200 pL de solucéo C, incubando novamente em banho Maria por
mais 10 minutos na mesma temperatura. Enquanto isso foi feita a preparacao
das colunas. Adicionou-se 500 pyL da solucdo de preparacdo das colunas e
centrifugou-se por 12.000 rpm por 1 minuto e descartando-se o eluente.
Retiraram-se as amostras do banho-maria, adicionando 500 pL de etanol a
95% e a mistura permaneceu no vortex por 10 segundos. Em seguida,
transferiu-se todo o contetdo do microtubo para as colunas e centrifugou-se a
12.000 rpm por 2 minutos. Descartou-se o tubo que estava com as colunas e
colocou-se um novo tubo para as mesmas colunas. A primeira lavagem foi feita
com 500 pL da solucdo de lavagem 1 e centrifugada por 2 minutos a 12.000
rpm. Descartaram-se os tubos contendo as colunas e colocou-se um novo tubo
para as mesmas colunas. Na segunda lavagem, foram adicionados 500 L da
solucéo de lavagem preparada segundo orientacéo do fabricante e centrifugou-
se por 12.000 rpm por 1 minuto. Descartou-se o tubo da coluna e colocou-se
um novo tubo. Colocou-se, 200 pL da solucao de eluicdo esperando 5 minutos
em temperatura ambiente, para em seguida centrifugar por 1 minuto a 12.000
rpm. Posteriormente, todas as extracdes foram estocadas a -20°C até a
realizacdo do PCR.

O DNA também foi analisado quanto a sua qualidade, por meio da
analise em eletroforese em gel de agarose (SAMBROOK et al.,, 2001). A
agarose foi preparada na concentracédo de 0,8% a 1,0% (p/v) em tampé&o de
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corrida TAE contendo SYBR Safe DNA gel Stain a 0,5%. As amostras foram
aplicadas no gel e submetidas a eletroforese com corrente e voltagem
adequadas (1-5 V/cm). Para visualizacdo da amostra de DNA o gel foi exposto

a luz ultravioleta e fotodocumentado.

4.6.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a amplificacdo parcial do gene ribossomal bacteriano RNA 16S foi
realizada a reacao da polimerase em cadeia (PCR). A reacéo utilizada continha
o tampao 20 mM Tris HCI (pH 8,4), dNTP, MgClI e o iniciador universal 27F 5
AGA GTT TGA TCM TGG CTC- 3’ e 1492R 5 GGY TAC CTT GTT ACG ACT -
3’ além de Tag-polimerase, e de DNA. O programa de amplifica¢éo consistiu de
desnaturacao a 95°C por 3 minutos, seguido de 25 ciclos a 95°C de 1 minuto,
51°C por 1 minuto e 30 segundos e 72°C por 3 minutos. Apés os ciclos, foi
realizada uma extensao final por 30 minutos a 72°C. Os produtos de PCR, com
aproximadamente 500 pares de bases foram purificados com o auxilio do Kit do
GenElut PCR Clean Kit, conforme orientacdo do fabricante e encaminhados

para sequenciamento.

4.6.3. Sequenciamento

Cada reacéao utilizou cerca de 80-100 ng de produto purificado em um
volume maximo de 6,3 ul, 1,2 pl de iniciador a 2,7 pmol, 1 ul de ABI Prism Big
Dye Terminator ready reaction mix e 1,5 pl de tampéao de diluicdo (5 X), do kit
(BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing versao 3.1, Applied Biosystems).
A principio, sequéncias parciais de rRNA 16S foram obtidas de todos os
isolados utilizando o iniciador 27F 5 AGA GTT TGA TCM TGG CTC- 3.

O controle do sequenciamento apresentava 0,5 pl DNA fita dupla
pGEM®-3Zf(+), 2,0 ul do iniciador —21 M13, fornecidos pelo fabricante, além de
1 ul de ABI Prism Big Dye Terminator ready reaction mix, 1,5 pl de tampéo de
diluicdo 5 X e 5,0 ul de agua livre de nuclease. O programa de sequenciamento
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empregado apresentava um total de 25 ciclos de 10 segundos a 96° C, 5
segundos a 50° C e 4 min a 60° C.

Os produtos gerados em cada um dos poc¢os da placa foram incubados
por 15 minutos com 80 pl de isopropanol a 75% a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. Decorrido o tempo de incubacéo, as placas foram centrifugadas
por 45 minutos a 4000 rpm a 21 °C (Centrifuga 5810R, Eppendorf) para
precipitagéo. Os sobrenadantes foram descartados pela inversdo. Em seguida,
foram incubadas a 75° C por 5 minutos no termociclador para a secagem do
material. A desnaturagdo foi realizada com 10 pl de formamida.
Subsequentemente, a amostra foi colocada em contato com gelo e
imediatamente conduzida para o sequenciador automatico. A separacdo dos
fragmentos de DNA foi realizada com o ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer,
Applied Biosystems. O tempo e a voltagem utilizados na injecdo da amostra
foram de 10s e 1.6 kV. Cada corrida foi realizada a 60° C por 2,800 s a 5pAmps
e 13,4 kV.

4.6.4 Reconstrucéo filogenética

Sequéncias parciais do rRNA 16S, contendo aproximadamente 500 pb
foram utilizadas a fim de posicionar as amostras no espaco filogenético. As
sequéncias foram submetidas a busca por similaridade nas bases de dados do
NCBI (GenBank-http://www.ncbi.nlm.nih.gov) através da ferramenta Basic
Local Alignment Search Tools (Blast) (ALTSCHUL et al., 1997) e do SEQ
Match do Ribossomal Database Project, RDP (COLE et al., 2005). O numero
de acesso das linhagens-tipo mais proximas foi obtido com base na lista de
nomes validados publicada no LPSN (EUZEBY, 2008). De posse deste
namero, as sequéncias de rRNA 16S das linhagens foram capturadas no NCBI,
para fins de comparagéo.

O alinhamento de todas as sequéncias foi realizado com o Clustal W
(THOMPSON, HIGGINS e GIBSON, 1994). A arvore filogenética e a matriz de
similaridade foram geradas com o auxilio do MEGA 4.0 (TAMURA et al., 2007),
com a opcao de delecdo completa. O modelo de reconstru¢cdo das arvores
filogenéticas utilizado foi o Neighbor Joining (SAITOU e NEI, 1987). As arvores


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Thompson%20JD%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Thompson%20JD%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Gibson%20TJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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foram construidas utilizando a distancia correta de Jukes e Cantor (1969), com
base em uma matriz de similaridade calculada através da distancia p (analise
par a par). A topologia da arvore filogenética ndo enraizada resultante foi
analisada com um valor de bootstrap baseado em 1000 réplicas
(FELSENSTEIN, 1985).

4.7. Determinacgao da Atividade hidrolitica em meio liquido

As cepas isoladas que apresentaram maior IE foram testadas quanto a
capacidade de hidrolisar o amido em solucdo. Para o ensaio o pré inoculo foi
preparado de forma a promover apoés diluicdo uma concentracdo de células de
aproximadamente 6 x 10° cel/mL (Figura 13). As amostras foram recolhidas em
triplicada nos tempos 0, 12, 24, 48, 72 e 96 horas de incubag&o. As amostras
relativas aos controles: (C1) contendo apenas o meio amido sem o pré-inéculo,
(C2) contendo o meio sem amido e acrescido de pré inoculo e (C3) contendo
meio sem amido e sem pré-inéculo, também foram recolhidas em triplicata.
Apés o tempo de incubacdo, as amostras foram centrifugadas, tiveram o pH
aferido e foram armazenadas sob refrigeracdo para posterior analise de amido

e acuUcares redutores.

Figura 13: Pré-in6culo em meio amido 1% em triplicata. Fonte: A autora
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4.7.1. Dosagem do amido

Conforme SoccoL (1992), € um método colorimétrico baseado na
coloragéo azul desenvolvida quando hd a formacdo do complexo amido-iodo .
O reativo iodo-iodeto é preparado por diluicdo a 4% da seguinte solucao de
base: KI 30g/L e 12 3g/L. A reacao colorida é obtida adicionando-se 0,3 mL da
amostra convenientemente diluida a 7,2 mL desse reativo. A densidade Otica é
lida a 620 nm.

4.7.2. Dosagem dos agucares redutores

Os acucares redutores foram determinados pela rea¢édo com o &cido 3,5-
dinitrosalicilico “DNS” conforme Soccol, (1992) citado por SPIER (2005). Em
meio basico e a temperatura elevada, o acido 3,5-dinitrosalicilico passa a 3-
amino-5-nitrosalicilico. Desenvolve-se uma coloragdo amarelo café que
absorve a 540 nm como pode ser observado na figura 14 A e B.

Para o preparo do reativo DNS, dissolveu-se por aquecimento 5 g de
acido 3,5-dinitrossalicilico em 100 mL de NaOH a 2 N. Separadamente
dissolveu-se também com aquecimento, 150 g de tartarato duplo de sodio e
potassio em 250 mLde agua destilada. As duas solucbes foram misturadas e
completou-se o volume para 500 mL com agua destilada. Conservou-se em
temperatura de refrigeracdo em embalagem de vidro ambar envolvida em papel
aluminio (SPIER, 2005).

Para dosagem, as amostras foram diluidas de modo a se obter um teor
equivalente em glucose inferior a 1,0 g/L. Adicionou-se 0,5 mL da amostra
convenientemente diluida a 0,5 mL do reativo DNS, colocando-se em banho a
100°C por 5 minutos e em seguida a 0°C por mais 5 minutos. Adicionou-se 2
mL de agua destilada. As amostras foram homogeneizadas. Elaborou-se uma
reta padréo a partir de uma solucédo de glucose com concentracao inferior a 1
g/L que foi lido a 540 nm. A densidade Otica das amostras foi medida nesse
mesmo comprimento de onda. Os teores em glucose — equivalente (g/L) foram

obtidos por projecdo sobre a reta padrao.



52

Foto: Jane Rosado Foto: Jane-Rosado

A B

Figura 14: Dosagem dos acUcares redutores pelo método DNS. Em: A) amostras sendo
aquecidas em placa aguecedora; B) Mudanca de coloragdo apdés o aquecimento.
Fonte: A autora
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sele¢éo de Cepas

Isolados dos residuos de cacau e de dendé que cresceram em meio
solido contendo amido a 1% como uUnica fonte de carbono, foram selecionados
para avaliagdo da respectiva atividade amilolitica. Entre as 20 cepas isoladas
dos residuos de cacau e selecionadas em meio amido, cinco delas (Cepa
cacaulc, Cepa cacau2c, Cepa cacau3p, Cepa cacaudp, Cepa cacaubc), sendo
trés isoladas da casca (Cepa cacaulc, Cepa cacau2c e Cepa cacau5c) e duas
isoladas da polpa (Cepa cacau3p, Cepa cacaudp) apresentaram inicialmente
atividade amilolitica (Tabela 1). Entretanto, a Cepa cacau5c perdeu a atividade
apos a segunda passagem em meio de cultura.

Entre as 20 cepas isoladas dos residuos do dendé em meio contendo
amido como Unica fonte de carbono, apenas uma (Cepa dendélc) apresentou
atividade amilolitica (Tabela 1). Dessa forma, seis cepas isoladas dos residuos
de cacau e dendé apresentaram atividade amilolitica, apds o isolamento.
Entretanto, apenas cinco (Cepa cacaulc, Cepa cacau2c, Cepa cacau3p, Cepa
cacaudp Cepa dendélc) continuaram apresentando atividade estavel apos 10

passagens.

Tabela 1: Atividade amilolitica de cepas bacterianas isoladas de casca ou polpa de
dendé ou cacau

Atividade Enzimatica Cepas positivas na Cepas que perderam Cepas positivas analisadas
primeira passagem atividade até 2" passagem até 102 passagem
Cacau
Amilasica Cepacacaulc Cepacacau5c Cepacacaulc
Cepacacau2c Cepacacau2c
Cepacacau3p Cepacacau3p
Cepacacauép Cepacacaudp
Cepacacau5c
Total 5 1 4
Dendé
Amilasica Cepadendélc | - Cepadendélc
Total 1 0 1
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Inidmeras metodologias foram descritas de forma a facilitar a selecéo e o
iIsolamento de micro-organismos excretores de hidrolases. Estas metodologias
sao principalmente baseadas em cultivos dos micro-organismos em meio
sélido, onde o meio especifico apresenta a capacidade de identificar a
producdo de uma determinada enzima (MACIEL, 2006; STAMFORD; 1998;
HANKIN, 1975). No presente trabalho a metodologia utilizada para isolamento
de micro-organismos produtores de amilases mostrou-se efetiva.

A perda da atividade hidrolitica evidenciada para a Cepa cacau5c, pode
ter sido promovida por perda de genes bacterianos, associados a sintese de
amilases. A transferéncia génica entre bactérias da mesma espécie, de
espécies diferentes ou até mesmo de géneros diferentes ou perda de genes
para 0 ambiente, especialmente de genes localizados em estruturas
plasmidiais, tém sido relatada na literatura (GRIFFITHS, 2000; JOHNSON,
2004).

A quantificac@o das atividades amiloliticas evidenciadas para as cepas:
cacaulc, cacau2c, cacau3p, cacaudp e dendélc (Figura 15) foram realizadas
através da determinacdo do indice enzimatico, calculado através da seguinte
equacao: IE = (DH-DC) / DC, onde DH equivale ao diametro do halo
hipocromico e DC equivale ao diametro da coldnia (STANFORD, 1998). As
medidas foram realizadas nos seguintes intervalos: 24, 48, 72 e 96 horas
(Tabela 2). Segundo Stanford (1998) considera-se como um potencial produtor
de amilase uma cepa com IE superior a 2,0. Entre os cinco isolados
selecionados dos residuos de cacau e dendé, quatro apresentaram indice
enzimatico superior a 2,0 (Cepa cacaulc, IE= 14, Cepa cacau2c IE= 9,0; Cepa
cacau3p IE= 3,0; Cepa dendélc IE= 9,0) e uma das cepas, apresentou indice
enzimatico menor que 2,0 (Cepa cacaudp IE= 1,5) (tabela 2) ndo sendo
considerado como um potencial produtor de amilase. Os valores encontrados
foram superiores aos descritos por Oliveira et al., (2007) que identificaram a
atividade enzimética maior que 2,0 somente em 37% das cepas isoladas. Esse
resultado demonstra os potenciais desses isolados na producdo da enzima,

assim como a adequacao das fontes para o isolamento.
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Figura 15: Atividade amilolitica de cepas isoladas de residuos de cacau e dendé. As placas
foram coradas com lugol a 4% ap6s 96 horas de incubagdo. Em: (A) cepacacaulc,
(B) cepacacauZ2c, (C) cepacacau3p, (D) cepacacaudp e em (E) cepadendélc.

Tabela 2: indice Enzimatico das cepas amiloliticas dos residuos do cacau e dendé
medidos a cada 24 horas.

Cepas

cepacacaulc

cepacacau2c
cepacacau3p
cepacacau4p

cepadendélc

24h
8,0
1,3
0,8
0,2

2,5

48h
9,0
3,7
1,3
0,3

4,3

72h
11,5
6,0
2,6
1,0

6,5

96h
14,0
9,0
3,0
1,5

9,0
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5.2. Identificacdo Morfolégica das Cepas

As cepas que apresentaram atividade amilolitica foram caracterizadas
seguindo o método da coloracdo de Gram. Apos realizagdo do protocolo para
coloracdo, a analise microscopica das laminas revelou os seguintes morfotipos:
Bacilo Gram negativo para as cepas cepacacaulc e cepacacau3p, Bacilo Gram
positivo para as cepas cepacacau2c e cepadendélc e Coco Gram negativo

para a cepacacau4p. (Tabela 3).

Tabela 3: Identificacdo morfolégica e Coloracdo de Gram das cepas que apresentaram
atividade amilolitica.

Isolado Morfotipo / Gram
cepacacaulc Bacilo G-
cepacacau2c Bacilo G+
cepacacau3p Bacilo G-
cepacacau4p Coco G-
cepadendélc Bacilo G+

5.3. Identificagdo TaxonOGmica das cepas com atividade amilolitica

A identificacdo genética foi realizada através da extragdo do DNA
gendmico das cepas, classificadas pelo IE, como potenciais produtoras de
amilase. A eletroforese do material genético evidencia a qualidade do material
obtido (Figura 16). A amplificacdo parcial do gene ribossomal bacteriano 16S,
gene altamente conservado e utilizado na identificagdo bacteriana (GRAY et
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al., 2001; DAMS et al., 1988; WOESE, 1987) foi realizada através da reacao da
polimerase em cadeia (PCR). As sequéncias foram analisadas com o auxilio do
programa BlastN e de dados do Genbank. A analise das sequéncias similares
identificadas pelo programa BLASTp foram utilizadas para compor a filogenia e
permitiram a identificacdo das seguintes cepas: Cepa cacaulc - Xanthomonas
cordiaei, Cepa cacau2c - Bacillus subtilis, Cepa cacau3p Acinetobacter

baumannii, Cepa dendélc - Paenibacillus tundrae (figura 17).

Figura 16: Eletroforese dos produtos de PCR purificados das cepas com atividade amilolitica.
Em: A) cepa cacaulc; B) cepa cacau2c; C) cepa cacau3p; D) cepa dendélc.

O material genético das cepas avaliadas foi enviado para
sequenciamento, com excecdo do material da cepa cacau4p que apresentou
indice enzimatico inferior a 2,0, ndo sendo entdo considerada como potencial
produtora de enzima amilolitica.

Apdés sequenciamento, as sequéncias foram comparadas por
similaridade com as linhagens tipo do genbank (www.ncbi.com.br) e o
alinhamento de todas as sequéncias foi realizado com o Clustal W com
linhagens tipo com 97% de similaridade. A arvore filogenética e a matriz de
similaridade foram geradas com o auxilio do MEGA 4.0, (figura 17).
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100 Acinetobacter baumannii
NCCB85021 (X81660)
—— Cepa cacau3p

Xanthomonas cordiae ATCC700187
(Y10765)

100 ——— Cepa cacauilc

100 r— Bacillus subtilis NRRLB4219

(AJ276351)
Cepa cacau 2c

100 — Paenibacillus tundrae NRRL5109
(EU558284)
100 Cepa dendé 1c
—
0.02

Figura 17: Identificacdo taxonémica das cepas isoladas dos residuos do cacau e dendé que
apresentaram atividade amilolitica. Arvore filogenética com as espécies tipo com
linhagem e “entre parénteses” o nimero de acesso.

As trés espécies isoladas da casca e da polpa dos residuos de cacau e
dendé e identificadas como: Cepa cacaulc - Xanthomonas cordiaei, Cepa
cacau2c - Bacillus subtilis e Cepa dendélc - Paenibacillus tundrae séo de
géneros comumente isolados de solo (BERGE et al.,, 2002), agua, rizosfera,
vegetais, alimentos, raizes de arvores, fezes de insetos (DAANA et al., 2002).

Segundo Borges (2002), o género Xanthomonas € composto por
bactérias fitopatogénicas que afetam cultivares comerciais como o feijao,
algoddo, banana, tomate, cacau, dentre outros. Por outro lado, algumas
espécies desse genero sao capazes de produzir polissacarideos,
especialmente xantana, de grande interesse para as industrias de alimento,
farmacéutica e de petréleo (RUIJSSENAARS, BONT e HARTMANS, 1999).
Sobre a espécie Xanthomonas cordiaei, sdo escassos 0s dados na literatura
gue evidenciam a exploragcado do seu potencial biotecnologico.

O género Bacillus compreende um grupo de bactérias em forma de
bastonetes que produzem endosporos. Embora as bactérias do Género
Bacillus sejam em geral patogénicas para 0s seres humanos e demais

mamiferos, a espécie Bacillus subtilis ndo apresenta essa propriedade. O
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Género Paenibacillus compreende um grupo de micror-organismos em forma
de bastonetes, aerObios ou anaerobios facultativos que produzem esporos
elipticos (ASH et al., 1993). Alguns sao patégenos que causam doencgas em
larvas e pupas de insetos economicamente importantes (ALLIP e AGUILAR
1998).

Dados da literatura mostram que algumas espécies de Paenibacillus e
de Bacillus produzem antibioticos (PIURI et al,. 1998) e enzimas extracelulares
como: pectinases (KOBAYASHI et al.,, 2001), quitinases (TRACHUK et al,
1996), celulases (SANCHEZ et al., 2004), lipases (PRIM et al., 2000), xilanases
(GOSALBES et al., 1991), proteases (CHRISTIANSEN e NIELSEN, 2002) e
amilases (HAKI e RAKSHIT, 2003). Esse fato os torna interessantes do ponto
de vista biotecnologico, podendo consistir em fonte potencial para producéo de
amilases (GIRARDIN et al., 2002).

O dado mais inusitado que obtivemos foi o isolamento da Cepa cacau3p,
identificada como Acinetobacter baumannii. Esta espécie é geralmente isolada
de materiais clinicos e hospitalares. Trata-se de uma bactéria que parece ter
propensdo para desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana extremamente
rapida, afeta pacientes criticamente doentes em unidades de tratamento
intensivo (CISNERO, 2003). Essa espécie possui importancia médica por ser
capaz de produzir metalo-B-lactamases (MBLS), que segundo Arakawa (2000),
sdo enzimas com atividade sobre varios betalactamicos, incluindo cefamicinas
e carbapenens, e ainda sobre os inibidores de betalactamicos, como &cido
clavulanico e sulbactam. Nao foram encontrados na literatura dados que
descrevam producdo de enzimas de interesse industrial associada a bactérias
do género Acinetobacter. Os dados aqui apresentados merecem investigacao

posterior.

5.4. Caracterizacdo da Atividade Amilolitica em meio liquido

Na maioria dos processos biotecnolégicos que envolvem a hidrélise do
amido, a reacdo se processa em meio liquido. Dessa forma, as cepas que
apresentaram indice enzimatico acima de 2,0, determinado em meio sélido,
Cepa cacaulc, cepa cacau2c, Cepa cacau3p e Cepa dendélc foram avaliadas
em ensaios de caracterizacdo da atividade amilolitica em meio liquido. A
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atividade foi determinada monitorando-se em cada tempo pré-determinado (O,
12, 24, 48, 72 e 96 horas) a porcentagem de amido e de aguUcares redutores
em solucdo. As cepas cepacacau2c e cepadendelc, ap0s 24 horas de
inoculacdo promoveram a diminuicdo na concentracdo de amido em cerca de
70% do valor inicial (figura 18). Essas cepas alcancaram seus pontos de
saturacdo de atividade maxima em 48h e nao foi observada a hidrélise total do
amido. Cerca de 30% do substrato permaneceu presente no meio reacional
sem sofrer hidrolise até 96 horas apos a incubacdo (figura 18). As cepas
cacaulc (Xantomonas cordiae) e cacau3p (Acinetobacter baumanii) produziram
hidrélise total do amido no meio reacional em 48 horas apds a inoculacdo
(figura 18).
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Figura 18: Variagdo da concentracdo de amido nos meios em fun¢édo do tempo e em presenca
das diferentes cepas. Em: (A) Cepa cacau 1c; (B) Cepa cacau 2c; (C) Cepa cacau
3p; (D) Cepa dende 1c. As aliquotas foram coletadas para determinacdo da

concentracao de amido nos tempos especificados.
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5.5. Quantificacdo de acgucares redutores

A concentracdo de acgucares redutores nas aliquotas analisadas varia
em funcdo da hidrélise do amido e da sua utilizacdo como combustivel
metabdlico pelas bactérias presentes no meio. O aumento na concentracado de
acucares redutores foi evidenciado nas primeiras 12 horas em presenca de
todas as cepas testadas (figura 19). Entretanto foi mais intenso para as Cepas
cacau2c (Bacillus.subitilis) e cacau 3p (Acinetobacter.baumannii) (figura 19).

A inibicdo da producéo de amilase pela presenca de glicose em solucéo
€ conhecida como repressdo catabdlica (MONTEIRO e ULHOA, 2006;
FERNANDES et al., 2007). Em meio de cultivo, a producédo ou a liberacdo da
glicose devido a degradacdo do amido utilizado como indutor e como fonte de
carbono, pela acdo de amilases excretadas pelos micro-organismos pode inibir
a producédo da enzima (FERNANDES et al., 2007). A liberagcdo de glicose
evidenciada a partir da determinacdo de acucar redutor presente em meio de
cultivo liquido pode ter sido a causa da inibicdo da degradacdo do amido a
partir de 24hs observada para a Cepa dendélc (Paenibacillus.tundrae) e na
Cepa cacau2c (Bacillus subtilis) (figura 19). Esse efeito ndo foi observado para
a Cepas cacaulc (Xanthomonas.cordiae) e cacau3p (Acinetobacter
baumannii), que apresentaram um aumento mais intenso na porcentagem de
acucares redutores nas primeiras 12hs (figura 19) ndo acompanhado de
reducdo na atividade amilésica, a qual foi capaz de promover hidrolise total do
amido (Figura 19). As Cepas cacaulc (Xanthomonas cordiae) e cacau3p
(Acinetobacter baumannii) foram consideradas as mais indicadas para analise
de producdo da enzima em cultivo liquido por ndo sofrer represséo catabdlica

com o aumento da concentracao de glicose.
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Figura 19: Variacdo da concentracdo de acUcares redutores em funcdo do tempo e em
presenca das diferentes cepas testadas. Em: (A) Cepa cacau 1c; (B) Cepacacau 2c;
(C) Cepacacau 3p e em (D) Cepadende 1c.

As velocidades de degradacdo do amido ndo se mostraram compativeis
com valores previamente descritos na literatura (SPIER, 2004; MONTEIRO e
ULHOA, 2006; FERNANDES et al., 2007) para reacbes que se processaram na
presenca de fungos filamentosos. Entretanto, para a utilizagdo de enzimas
fungicas em meio liquido, torna-se necessario etapas de concentracdo e
purificacdo parcial da enzima, quando ha perspectiva de aplicacdo em
processos biotecnolégicos (GUPTA et al.,, 2003). Além disso, as a-amilases
fungicas s@o mais sensiveis a variagbes de pH e temperatura quando
comparadas as enzimas bacterianas (GUPTA et al., 2003; REED, 1975). Esse
fato propicia um maior potencial de aplicacdo biotecnolégica as enzimas

bacterianas.
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6. CONCLUSOES

Considerando que o objetivo geral deste trabalho foi selecionar bactérias

produtoras de enzimas amiloliticas a partir do isolamento da microbiota

presentes em residuos das lavouras cacaueiras e dendezeira, pode-se concluir

que as técnicas de isolamento, assim como as fontes das amostras de micro-

organismos mostraram-se efetivas para a obtencdo de micro-organismos

produtores de amilases.

As seguintes cepas bacterianas foram isoladas a partir de residuos das
lavouras cacaueira e dendezeira: Cepa cacau l1lc, Cepacacau 2c,

Cepacacau 3p, Cepadende 1c e Cepa cacau4p.

Entre as bactérias isoladas, quatro apresentaram indice enzimatico
superior a 2,0: Cepa cacaulc, IE= 14; Cepa cacau2c IE= 9,0; Cepa
cacau3p IE= 3,0 e Cepa dendélc IE= 9,0.

As cepas isoladas foram identificadas como:
Cepa cacaulc - Xanthomonas cordiaei,
Cepa cacauZ2c - Bacillus subtilis,

Cepa cacau3p Acinetobacter baumannii,
Cepa dendélc - Paenibacillus tundrae.

Entre as quatro cepas com significativa atividade amilolitica em solucéo,
a cacaulc, Xantomonas cordiae além de ndo ser regulada por repressao
catabolica, apresentou o maior indice enzimatico (14). Dessa forma,
constitui-se no principal alvo para posterior caracterizacdo de
propriedades bioquimicas, de modo a determinar suas formas mais

provaveis de aplicacdo em processos biotecnoldgicos.
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1. Introdug io

Enzimas sio protemas especificas que atuam como

Teilogos & C¥nciz, o 55 mergo & 2003
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RESUMD

A ereinas So ferramertas impartartes To edabe kofmerdo d& processos teqobgicamerde Hmpos As
hidrolases corctioem m dos mais faportrnde s goapos de eneinas can aplicagdes em dfererdes setares
ndidriak. O miTogardanos, pricipal forte de erefas indudtrhis, aprestdam Hmitgdes quanto i
modtiidad. Dessa fama, 1 iderdificacio de nuvas fordes para obtercio em larga escab de ereimas
toma-se rekvarde. Esse trabalho, tove cano chptieo vestimr 2 possihilidade & obtercio de enzimas
hidrolticas a parti de resihaos agricolas das loanras cacmiera ¢ dendenzeira Arestrigio & sbdratono
mein de qiftivo foitileads pars a trkgem mickl d mimorganianes proddaes & amilase, pas e
celnbise, Enlre a5 cepas isoladhs 4 apresentaram dividade amilolticarekvante can ndice Ereinitico (IE)
amgerior 3 20 A& exfragio, seqencimernto e amalie fillozenétia do zere rhossanal tacterhro 163
pemiitin 3 iderdificacio das sepuindes cepas can ieidade amibliia: Peendecdls undree, Tentomonss
cordieei, Barills mbidis, Acvenbacter bowmmnd. & doe cepasmak promissams com IE 4.0 e 3.0,
Ergomones combeed [Cepa cacanla) o Fremddecilas fundme [Cepa demidélc] respectieamerde, foram
oitivadas em mein Bondo e theeram a dieidade & amias mondorad em sobxio. Esms dados
demomatTam Qe os MiTorzandTes sleciaados sio pramissores para obteriio de enzin as com patencil
para aplica; 30 Ta ndidrh.

AESTREACT

TITLE : § edection and Hentilication of amyhze producing microorgan sme from agre-wacte residues
ohaim &d from co0oa and palm ind uamies

Bnmymes ame Tnportard ook ineskblihirg clesn fubedrial processes. Hpdookses ame the main googp o
ereyTLes wifh applicatine moargy Dulndrial sechors, Mo ereymes applied to Dudashoy are isokbed from
mimoozanimns and idrdification ard characterzation of mimob@l spdems that ame abk to prodoce
ereyTies 0o large scak are of pieotal nporbmece. This wad aimed to smeen, characterize and produace
hpdeobtic emamnes foon residoal biomoass foom cocoa and pale oabaes, Catbon sonrce Limifbion was
1ed inoorder fo scpeenmimoargardan s for fe prodaction of amoplase, lpase and cellnhce, Four bacteri 1
acceszes shed melvard amykleti ackieihy wafh Erevmnatic Toden [5I) greaer fhan 2.0, Sequency of the
165 rRMA gere allowedthe idents iation of fe folleaing spec s wifh adlolrtic adiedy: Peendbacis
furdme, Tmibomonds comdized, Dpcdlles subdlis and Acienbicter boumennd, X condigel [MHran
Caraily] and P bodae [Mrai Dendle) were the mos promking sfrafe wih EI 9.0 and 140
mespectirely Bofh dradre were gronan in Bgaid mediom andthe amoplss acthaihy moondhored o gponath breoth
Thes: data demooretrate ot fhe seleced mimoorgarims ape pram iy §obdaindrg enzigmes Wik poberdial
i application 1 indstrye,

Eanaords: ampbses, mimoarsanian 5 agro-wade

biocatalisadeomes  em diversos  processas  metabolicos
[LENIMGER et al.,, 2007). Desde o amgimerdo daz primeiras
civilizaghes, vém sende ogtilizadas em viri: processos
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binldgicos, como aprodugio de pio, vinho & queij. Portarda,
1 tilizacio biotecnoldzica das enzimas foi eshbelecida
previaments i obtengio de conhecimertos a respeito dos
T calismos oleculares To s Quais se encondrae am errobeidas
[HARGEE &t a 1, 1382; SPIER, 2005 . fhaabmente , a5 enzimas
que degradam amido e cebalose, amilases e cebalases, 530
irtensamerte utilizadas nas nudisrias de alimerdos, téxtil ¢ de
detery ende 5, mesmo ainda consistinds em fator de produgio de
alo custo [BEAWO et al, 2000

Ac céhilas constiaem-se, aé hok, o 1nico mein para
obteng 3o de biocatalisadores, vito que ainda nio & possirel
destacar-se 1 fabricag3o por sirdese quimica. & literahira
mostra que uma varkdade de micro-organismos € capaz de
produzir enzimas, através da fermerdacio, em comdigdes
experimentaic definidas [FANDEY et al, 2005). Erdretanto, a
quardidade de enzima produzida, na maioria dos casos somado
a0 owto azzociade ao meir de culieo  mecisbiliza a
transposicio do processo para escala Dudustrial [OLIVEIRA et
al, 2007). Dessa forma, a iderdificagio de mico-orzankmos
que produzam quardidades aprecifveis de enzimas, bem como
a bnasca por meios de culdeo de batoo ousto, toma-se oporhma
para ofimizar a produ;io mdustrial de eneimas de iderssse
bistemokgico gerando economi no processo produtiro

[OLIVEIF G et al, 20077, . .
0 Brazil ainda importa a maior parte das enzimas que

awtiliza em difererdes setores mdusriaic, embora apreserde
grande diversidade bioldzica que poderia ser exploradapara a
obtenin de organdsmos produbores de emzimas de Dderesse
indusrial (BOM et al, 2003].

0 dendé, Elaeis guineensis ¢ o cacan, Theobroma cacao,
arigindrics da dfrica e da América Cerdral respectieamerde,
sio produtos agricolas importatdes da regiio sul Bahdana. 0
foto do denddé produz o dleo de dendd ou de palma com
ampla wuhlizagio na culingria, inchisive indernacional
[EMEEAPL, 2008). O frate do cacaneiro consthoi-se em
matérh prima bisica no fatrio do chocolate [EMERAFSA,
2004]. Dessaforma, quardidade s signific stivas de e siduos das
lavoras dendezeiras e cacaleiras sio abandonadas mas
plardagdes sendo wtileados como fertilizardes. Essa pratica
possibilita propazacio de pragas que, conseqiendemerde,
obriza o produtor noral a fazer o uso de defensivos agricolas,
geralmerde attamerde pohients 2, afetando o 20l & azmednda o
meio ambierde [EETTIOL, 2009). Chara destinag io possiel,
e tabrez mais vBvel para estes esiduos seria a milizagio dos
Tesmos como sibsratos para o cubtieo de mimo-orzanismos
atdctome produtores de encimas de irderesse nudnstrial 4
iderdificagin desses miTo-organismos constibai-se em etapa
inicflpara o emprezo alematieo dos residuos.

& zelecio de cepas de mimo-organdsmos Qe produzaim
enzimas amilolticas em quandidade elvads, pode consistic em
opsio  para  substiaicio  das enwimas  comerchis,
corvencionalmende utilizadas, gerando redugio dos custos
ervroleidos na prodagic e mimerdando 3 visbilidade
econdmica do processo Dessa forma, este frabaho teve como
objetiro selecionar e iderdif kar micorgandsmos potenciai
produtores de enzimas hidrolticas de inderesse industrial,
obtidos 2 partic do Bokmerdo da microbioka preserdes mos
residuos das lavouras, cacaneira ¢ dendezefa,

I, Material e Métodos

Oz experimerdos deste projeto foram realizados o
Laboratdrio de Biotecnologia Industrial (LEI) da Faculdade de
Tecnwologia ¢ Cifnci [FTC) de Sabvador ¢ no Laboratdrio de
Microbinlog i Apliada do Istihto de Cliimcias da Sadde
[IC5] da Universidade Federal da Bahia [OFE&].

Colets e preparecio do s Agro -msiduos de caoey ¢ dendé
0z residuos de dendi & de cacau, cascas, fohas ¢ galhos,

Détlogos & Cincie, & 55 mergo & 2013

foram coletados ma fazendas faerana localizada mo kmo 12,
Fodovia IThéus-Bacaré . Apds coleta, efetion-se 3 lavazem,
BT 3703 correrde, 3 separacio e a identifiacio, se;mdo a
parte  da  phrda  coletada.  Parmm  isolamento dos
micro-organdsmos, o0f agroTesidios foram  imdcialmerde
trirados & moubados a 370C por 48 homs em sobigdo
cordendo: 1% de CaCl2, 2% de MH4 CL 1% de MzS04 & 10%
de KZHFO4. Esse procedimernto permite o erciqoecimento da
amostra.

Trolane o @ @5 0 @7 fciorobigne s

Para isolameto das cepas bacterianas, aliquotas de 100pL
da amostra erriguecida foram plaqueadas em meio mindmo
cordendo: Cacl? 0,081 , HH4 O 0,101, kg S04 0,05zT,
K2P04 04021, Azar bacterioldgico 15 &1 e uma forde de
catbomo especifica compat#el com 3 atdidade enzimitica a
ser testada [1% de amido de miho soldvel ou 1% de
cartboccimetikenlose, o 1% de tween 20]. 0 mdoalo foifeita
com o wrtilio da alga de drizgakky. f= placas foram mcubadas
1 3P*Cpor 48 horas, Apds o @escimento, mnidades formadoras
de colfnia foram isoladas separadamerte por eszofamerdo
com & alga de plating. &< placas com o esgotamento foram
mcubadas 3 37 *C por 458 horas, A5 colindgs isoladas foram
eTdio corservadas em fubo s cordendo o eio de isolamerdo.

Caorecterizagfo deos atividedes emilisice, celuldsion ¢
lipisice em micio solido

Az cepas previamente isoladas foram repicadas no cendro
de placas de pelri em pre senca doz meios do isohmerdo. Fara
cada isolado of ensaios foram feitos em friplicaty. O mepiques
em med cordendo amido foram moabados por 36 horas a
I0°C. A atividade amilolitica foi determmada dravés da
formagin d¢ halo trarcparente em tomo das  colinds,
vimalizado por revelagio com Lugol a 4% . Os mepiques em
meio cortendo carbeerimetileebilose foram moubados por 98
heras a 30°C & 2 avidade celBisica foi determinada airaves
da formagio de halo framsparerde em torno das colindas,
vinalizado por revelagio com vermelho congo, segundo
protocolo previamente desoito [TEATHER, 1982). 4s placas
cordendo Poeen 20, apds o tempo de mcubagio, foram
colocadas sob refrigeracio a 4°C por dois dias para
vimalizagdo do halo de degradagio. & atpeidade hideoBticafodi
estimads  semi-quantitaticamerde usindo-sze um nudice
erzimitico [IE] que expressa arehein do difmetro médio do
hale de degradagio ¢ o difmero médio da colinda
[STAMFORD et al, 1933]. MNos ensaios o indice enzimitico
foimedido a cads 24 horas.

Anglise em el de @garose

& eletroforese em gel de agarose foirealizada cond orme
descrito em Sambrook et al, 2001 . & agarose foi preparada na
concendragiode 05% a 1,0% [pA) emtampio de corrida TAE
cordendo SYEE Safe DMA gel Fam a 0,5% . 4 amosras
foram aplicadas mo gel e submetidas i eletroforese com
correrde ¢ volazem adequadas [1-5 Wrom). Para visualizagio
da amostra de DHA& o gelfoiexposto i haz ubiravioleta.

Heptificggio des cepas becterignes pelo método de
Gren

Os micorganismos foram identificados parchlmerde 2
partr da morfologia das colinfs e de suas caracteristicas
modobizicas em microscopia dtica. & andlise micoscdpica
dos  fmgos  filamendosos  baseouese  na  desoigio
macromorfoldgica das colindas em meios de  culharas
[GUEREREIRD & SILVEIR.&, 133E] .

O  micronganismos  Bobdos, foram  mdcialmerde
idertificados por suas caracteristicas morfoldzias & por mi-
croscopia dtica. A& témica de coloragin de Gram alada i
observagio de hminas afresco foiutilizada para dif erenc iar o5
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Figare 1 vidade amilolbca d cepas isoladhs & cacan e den.
L phcas foram coradas cam hagola 4% B [A] cepa Cacaale, (B]
cepa Cacamdc, [o), cepa Cacamlp, (O] cepa Cacwdp, [E] cepa
Diendé 1c. Em F, o5 Idice s Erefiticos (IE) medidos 2 cadh 2 haras,

grpos de bactérias [FREITA S & FICOLI, 2007).

Hentificeofo a5 cepas BRowe rgnes por Spagem gend Hog

A cepas bacterianas de me hor prodagio enz imitica nas
condizdes eshidadas foram iderdfficadas por témdcas de
biologia moleculsr, com a amplificac i ref ererde 4 mibimidade
menor do ribossomo . Para a edragio do DHA foi wtileado o
kit comercil GenElte Bacterial Genomic Dma Eit [Sizma) e
semli-ze o protocolo ;azerido pelo £abricarde.

Fara a amplficagio par &ldo gene ribossomalbacteramno
165 foirealfadas a magio da polimerase em cadeia [PCRY)
utilizando-se tampio Tris’ HCL 20 mM (pH 5,4) contendo 50
mhd KO, o fuiciador wniversal FF: 27F B 4G4 GTT TG4
TCM TGG CTC - 3‘e PR: 1432R. 5 GGV TAC CTTGTT
ACEF ACT - 3'[NUBEL et 1L, 1336] & Tag-polimeraze. Oz
prodatos de PCR, com aproximadamente 420 pares de bases
foram purficados com o wpilio do Ki GFE [Amersham
Eioscknces], conforme instragfes  do  fabricarde e
encaninhadoes para sequenciamernta.

A amosdras foram adicionadas 3 1-3 pl de 4RI

Frism Eg IDwve Terminctor medy meection méd, versio 3.1
[Applied Bioapstems], 3 pL de miciadeor 27F (4 pkd), 15 pL
de tampio de dihicio [F X) e L5 plL de iga millig. O
programa consise de 30 ciclos de 15: 2 36° C, 1z a 38*Ce 4
min. a B0 C. 4 sepwragio dos fragmerdos de DNA foi
realirada com ABI PREISM 2100 zenetic analpzer [Applied
Biosnpste ms].

Fara caracterfacio tmtondmica das linhazens obtidas,
espécies tipo mais

prégimas filogeneticamende arawrés de buscas no Rbosomal
Database Froject [RDF] versio 3.21 [Cok e al, 2005). O
EOFP oferece a ferramerda Classifier [Wang et al, 2007] ,
baseado em irferinci Bayeshna simples, que permite a
classificagio ripida e precisa das sequincias de tTRHA 165 de
acordo com a faxonomi proposta no Bergey s Maoaal Foi
wtilizado o limite de S50% de confinga ma anilise das
sequéncias de TRHA 163,

A5 sequincias foram checadas com o ;xilio do programa
ElastH para a confirmacio da afiliagio taxondmica das
mesmas, pmdo a0 banco de dados do Genbank., Fam a
determinacio das melagBes filogenéticas erdme as linhagens
obtidas e as linhagens tipo, as sequine jas foram alinhadas com
o il do programa Chistal 3, versio 151 [THOMPSON et
al, 1987). & matriz de distine ia evobativa foi calculada através
do programa DHADIST do software PHYLIP versio 353
[FELSEN3TEIM, 1335] wtilizanido o modelo de Fikes - Candor.

Cargr®rizegio de atividede emilolitice em meio lguido

As s cepas isoladas que apreserdaram mador IE foram
testadas quardo i capacidade de hideolisar o amido em
sobig o . Para o ensaio foiitilizado meio Bguido condendo 1%
de amido e wma concerdracio de céhalas de aproccimadamerds
B2 10&'mL. Aliquotas da sobagio foram recohidas nos

Diglogos & Ci¥nce, v 35 mergo de 2013
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Figum 2 Chdograma do gene ribossomal baceriano 1682 das cepas

isoladis do cacwn e dendé que apre sendaram, atvidade amibisia

tempos 0, 12, 24, 48, 72 « 96 horas, sendo sub sequerdemerde
mibmetidas 4 quantificacio de amido e agricare s rediatores. O3
testes foram feftos em toiplicata.

Para dosigem de  amide milizew-ze o métado
colorimétric o baseadn na coloragio azul deservo krida quando
da formagio do complexo amide-iode cordorme SOCCOL
[1992]. O meativro iodo-indeta é preparade por dibhiigdo a 4%
da sezuinte solicio de base: KI 30gL e I2 3zL. & reagio
colorida ¢ obtida  adicionando-se 02 mL da amesra
corwerderdemerde dibnida a 7,2 mL desse reatdro [quardidade
suficierde para a leibma no espectrofotdmetro]. & densidade
Gtca d lida 3 B20nan.

& concerdracio de agdcares redatores fol determinada
pela reagin com o dicide 35-dinitrosalicilico “DHE"
[SOCCOL, 1392). Em meio bisico, sob temperahra elevada,
o acida 3,E-dndrozalicilica i conevertido i
F-amino-S-nimosalicilico.  Desenvobre-se  uma  coloragio
amarek café que absorve 2 E40 nom.  Para dosagem, aliquotas
de 05 mL da ameosira foram core erderdemerde dibnidas em
05 mL do reattro OMNS, noibadas a 100*C por & moirettos &
en sezida 3 0%C por mak & mimdtos. Elabopou-ze uma reta
padrio a partic de uma sobicio de glicose com comeerdracio
inferior a 1 gL e procedenu-se a kihora 3 540 nom. Os teores em
rlicose — equivalerde [z¢L) sio obtdos por projecio scbre a
retapadrio.

T, Besubtade: e Disous:io

Selecfo de Cepas

Izolados dos residuos de cacan e de demdé que @esceram
nos 3 difererdes meios de selecio foram testados para a
avaling3o das respectivas atividades: amilolftica, cebalizica e
lipisica. Erdre as 20 cepas isoladas dos residuos de cacan e
e leciomadas o meio cordendo amide, & [Cepa cacaalc, Cepa
cacan?c, Cepa cacanlp, Cepa cacaudp, Cepa cacabc), sendo
3 isoladas da casca [Cepa cacaulc, Cepa cacalc e Cepa
cacanbc] e 2 isoladas dapolpa [Cepa cacalp, Cepa cacaudp)
apreserdaram indcialmerde abvidade amilolitica. Erdretando,
Cepa cacabe perden a gtividade apds a sezumda passagem.
Erdre az 20 cepas selecionadas em meio contende Tween 20, 3
[Cepa cacanbe, Cepa cacan?c, Cepa cacanfc] apreserdaram
atividade lipisica pesirita a primera passagem. Menbmma das
20 cepas selecionadas em meio cordendo carbooerimetilc ebalose
apresertonl atividade cebalisica [Tabela 1), Endre oz 20
isolados dos residuos do dendd sekcimades em mein
corfends  amido, apenas 1 [Cepa dendélc] apmesenton
atiridade amiliska. Endre o5 20 sekcbrades em meds
cortends Tween 20, & [Cepa dendézc, Cepa dendé3c, Cepa
dendé4c, Cepa dendéBe, Cepa dendéBe, Cepa dendé?c, Cepa
dendé®c, Cepa dendédc) apreserdaram atieidade lipisica
resivih 1 primeira  passagem. Mendom  dos  isolados
seleciomados em meie  conbends carbescimetilcehilose
apreseriton atividade cebalisia [Tabela 1), Dessaforma, 17
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Figwre & Quart agio de amido (& e B] e apicares redores (C e
D] para caracterizacio da atieidade amilicia da cepa Cacanlc [Ae C)
e da cepa Dendéle (B e D). Choabs abertos comespondem aos
cortroks Ta msnch dos miTe-organdTos

cepas isoladas de resihaos de cacaa e dendd apreserdaram
atdridade hidrolthica apds isolamerdo. Erdretanto, apenas S
cordirotaram  apreserdando  atividade amibltica  [Cepa
cacalle, Cepa cacan?c, Cepa cacaudp, Cepa cacaadp Cepa
dendé 1c]  estivel apds wirias passagens. Metodologias
bazeadas em oubiros dos miTorgamdsmeos em meio sdlide,
onule 0 Teio especifico apreserds a capacidade de iderdifiara
produa;io de uma determinada enzima, vém sendo amplamerde
utilizadas (W& CIEL, 2006; STAMFORD; 1333; HANEKIN,
137E5). Mo preserde trabaho a metodologm wbilizada para
isolamento  de  miTorgamdismos proditores de  amilases
Tostem-se of et
& quardificacio da abpeidade amilolftia das cepas:
cacaile, cacmie, cacmip, cacandp ¢ dendélc foirealbada
através da determinagio do indice erzimitico, caloulado
através da seguirde equagio: IE=[DH-DCYDC; onde DH
equivak a0 dEmetra do halo hipoodmico ¢ DC equivale a0
diimetro da coldinda. &z medidasrealizadas em periodos de 24,
43 & 72 horas [Fipma 14-F). Segundo Standord [1993)
considera-se como am potenc ial pro dator de amilase uma cepa
com IE saperior a 2. Endre of & isolados seleciomados dos
resitaos de cacan e dendé, 4 apreserdaram indice enzimitico
amperior a 2 [Cepa cacanle, Cepa cacam?c, Cepa cacaidp,
Cepa dendélc] [Figra 1 &-F). Oz valores encordrados foram
aperiores aos desaodos por Olbeeira e cok. [2007), quae
iderditicaram atiridade enzimitica maior que 2,0 somente em
37 das cepas kBobkdas. Demonstrando o potenciis desses
izolados a produgio da enzima, assim como 2 adequacio das
fordes para o isolamerdo.

Hentificeofo des Cepas

A cepas que apresertaram atividade amilolitia foram
idertiticadas semuindo o métods da coloragio de Gram. Apds
realiacio do protocolo para colora;io, 3 andlise mimoscdpica
das liminas revelon os sequirdes morfotipos : Bacilo- para as
cepas cepacacwilc e cepacacandp e Bacilo+ para as cepas
cepacacan?c e cepadendéle [Tabela 2],

& Herdificacin zenética foi realizada atraveés da edragio
do DMA gendmico das cepas, classficadss peb IE, come
potencwis prodatoras de amilase. & amplificacio parcial do
gene Tihossomal bacteriano 16 5, gene altamente conservado e
wtilizade na iderdffiacio bacterimna [DAMS et al, 1338,
WOESE, 13587] foirealeada siraves da reagio da polimerase
e cadein [PCE]. As sequéncias foram analisadas com o
aipeilio do programa BlastM e de dados do Genbank. & anilise
das sequéncias similares identif icadas pelo programa ELASTp
foram tilizada: para compor a filogenda e permitram a
iderdificacio das  seguindes cepas: Cepa  cacaale
Haptonwon @y cordieed, Cepa cacan?c - Decillus mblis, Cepa
cac13p Acine fobaoter beuneennii, Cepa dendé e -

Deilogos & C¥noie, v 55, mozrgo & 2013

Tabelr I Mdert¥icacio das atividades: asmibisica, Hpasica e celnbisica
de cepas bactertmas isohdas de casca oupolpa de dencE o1 caca em

2% o1 B pas o sems,
Arividade Cpaspoedive na Copes gae Copas poedias
aeimdbes  primerapesagm padgam atbidad: analisadss atl
4f Ppoamm patagm
Caran
Amilisiz  Copacacanis Crpacacari Copa aacanie
Copa aaanrde Copa ananrde
Copa cacaddp Copa cacanddp
Copa cacusip Copa cacasip
Copa aacan®e
Lipisies Copa cacanyie Crpacactarsr 0 e -
Copa aacanTe Crpacacarla
Copa maansfe Crpa st
Celulbdn e ———
Total E d 4
Lol
Furndlasdion Copa denvdt de ——— Copa A 1o
Lipisies Copa derdr e Crpadendle e -
Copa deredt e Crpaderdiiae
Copa dendrda Crpadendida
Copa derde S Crpadendsia
Copa derdri Crpaderdita
Copa dende T CrpadendtTe
Copa derdif Crpa derdste
Copa derdt i Crpaderdtie
Celulbdn e ———
Total 2 ] i

Deenibecilles fwpdree [Fioa 2] .

Cergoterizecio de Athidede Amilolitos

Ha maioria dos processas bicte muoldgico s que envobrem a
hilrdlise do amido, a reagio se processa em Teio liquide.
Dessa forma, a5 duas cepas que apreserdaram  mdice
enzimitico mais elevado determinado em meio sdlido, Cepa
cacanle & Cepa dendd 1c foram selecionadas para emsaios de
caracterizagio da atividade amilolitica em meio liguide. &
atiridade foi determinada mondtorando-ze a cada 24 horas 2
porcerdazem de amido e de agicares redabores em sobicio.
Tarto 3 Cepa cacailc quardo a Cepa dendélc, apds 24 horas
de noculag io promoy eram redg fo na cone enirag 3o de amida
ern cerca de B0% do wvabr micial [Fipma 234 e 3E).
Erdretardo a Teagio que se [rocessol e Presenga da Cepa
dendd 1c akangon sen ponto de sahmagio em 24h e ndo foi
observado 3 hidrdlie total do amido. Cerca de 20% do
mbsirato permanece preserde o meio reaciomal sem sofrer
hidralise (Fizura 2E]. & Cepa cacale prodozin hidrolise total
do amido no meio reacional em 48horas apds 3 moculagio
{Figurs 3 4],

& concerdracio de agicares medubores nas aliquotas
analiadas varia em fmgio da hidrdlise do amido e da maa
utilizagis como combustivel metabdlio pelas bactirias
preserdes o Teio, O aumerdo na concendragio de aqicames
reditore s foi evidenciade nas primeiras 12 horas em presenca
da Cepa dendélc [Fimmra 30) . Endretanto foi mais irdenso para
a Cepa cacaule [Fipara 3C].

& mibigio da producio de amilase pela presenca de
zlicose em sobigio é conhecida como repressio catabolica
[FERMANDES et al, 2007; MONTEIRQ 8 ULHOA, 2008].
Em meio de cultiva, a produgio ou i lberacio da gliose
devide i degradacio do amido utilizade come ndutor & come
forte de catbomo, pela agio de amilases excretadas pelos
microrzandsmos pode @Dbr a prodagio dr eneima
[FERHANDES e al, 2007]. & lberagio de gliose
eviderciada a partir da determinacio de agicar redutor
preserde em Teio de caltieo liquido pode ter sido a cansa da
indbigio da degradacio do amido a partic de 24hs observada
paraa Cepa dendéle [Fizura 3B). Esse efeftonio foi
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Tebe b 20 Hert¥icagio morfoldgica dos isokhdos,

Lohdo Mot ok o Gram
Cepa cacaaic Bacily Gram -
Cepa cacifc Bacily Gram -
Cepa cac13p Bacily Gram -
Cepa derudé 1c Barily Gram +

obzereado para a Cepa cacaalc que apmesenton um aumento
Tais mbenso na porcerdagem de agucares redutorss nas
primeiras 12hs [Figura 2 C) nio acompanhado de redugio na
atdridade amilisica, 2 qual foi capaz de promover hidrdlise
totaldo amide [Fipmrs 24). 4 Cepa cacaalc fol considerads a
mais mdicada para andlise de produgio da enzima em cultive
liquide pornio sofrer repressio catabdlia com o mamerdo da
conc erira; 30 de zlicose.

Az velocidade de degradacio do amide nio mostron-se
compativel com valores prevhmerde descritos na literatira
[FEFMANDES et al, 2007; MONTEIRD & ULHOA, 2008;
SPIER, 2004) parareagies que se DProcessarami D Presenga de
fungos filamerdosos. Endretardo, para agtileacio de enzimas
fingicas em meio lguido, torma-se Decessirio etapas de
comcerdragio o prifiacic parcial da enzima, quande hi
perspectiva de  aplicagio em processos  biotecnolizicos
[GUPTA e al, 2002). Além dkso, a5 a-amiases fingkas sio
mais sensireis 1 variagies de pH e temperatira quando
comparadas as enzimas backerianas [GUFPTA e« al, 2003;
EEED, 1375]. Esse fato propicia um maior potencial de
aplicaciobiotecnoldgica as enzimas bacterianas,

4. Conclusio

Lo témicas de isolamerdo, assim como as fordes das
amodra: de miTorgandsmos mosTaram-se efetdras para a
obten; 30 de micorganismos prodotores de amilases. Endre as
4 cepas com signdficativa atieidade amilolftica, a cacaale,
A ptomone 5 cordige além de ndo ser rezubda por mepressio
catabdlica, apre senton o maior indice enzimitico (14.0]. Dessa
forma, comstibni-se no principal abeo para posterior
caracterizagio de propriedades bioguimicas, de modo a
determinar muas formas mais proviveis de apliagio em
processos bistecnoldzic oz,
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