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RESUMO- A exploracdo da biodiversidade na busca de novos micro-
organismos produtores de enzimas como amilases, proteases, celulases e
pectinases pode vir a contribuir para a descoberta de micro-organismos que
produzam enzimas com alto teor de rendimento, estabilidade, especificidade,
de producao e recuperacao de baixo custo. Neste sentido, o presente trabalho
teve como objetivo selecionar fungos filamentosos, potencialmente capazes
de produzir amilase, proteases, celulases e pectinases. A selec¢cdo de micro-
organismos com atividade enzimética foi realizada por plagueamento dos
isolados em meio solido com diferentes fontes de carbono e medida do
diametro de degradacdo. O screening resultou em 180 micro-organismos
selecionados, destes, 12,2% produziram proteases, 17,2% amilases, 27,2%
celulases, e 32,7% pectinases e 10,7% nao produziram nenhuma destas
enzimas. Dos 180 isolados, 2 apresentaram atividade para todas as enzimas
avaliadas, este amplo espectro de atividade indica um elevado potencial de
aplicacdo destes isolados.

1. INTRODUCAO

O uso de enzimas nas industrias possibilita o desenvolvimento de processos
temoldgicos tdo eficientes quanto aos realizados pela natureza e sem causar riscos
ambientais. Consequentemente, a demanda mundial destas enzimas tem crescido
anualmente, sendo mais de 90 % do seu comeércio efetuado pelos Estados Unidos,
Europa e Japéao (Gupta et,&004).

Amilases, proteases e celulases podem ser originarias de plantas, animais e micro-
organismos. As microbianas sendo produzidas principalmente por bactérias e fungos,
representam a mais ampla classe de enzimas aplicadas no ramo da biotecnologia e
guimica organica (Jaeger e Reetz, 1998).

O isolamento e selecdo de micro-organismos podem facilitar a descoberta de
novas enzimas com caracteristicas desejaveis (estabilidade a altas temperaturas e amplas
faixas de pH, alta especificidade. Além disso, pode abrir promissoras perspectivas
cientificas e comerciais (Silva, 2002).
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O crescente aumento das pesquisas na area da enzimologia estimula a descoberta
de novos micro-organismos a fim de aumentar a produtividade, a especificidade e a
estabilidade das enzimas (Geek al, 2003). Com base no que foi abordado
anteriormente, o objetivo geral deste trabalho foi selecionar micro-organismos com
habilidade em produzir enzimas amilases, celulases e proteases.

2. METODOLOGIA

2.1 Screening de micro-organismos

Os micro-organismos utilizados foram obtidos da coleg&o previamente isolada de
micro-organismos do Laboratorio de Biotecnologia de Alimentos, do curso de
Engenharia de Alimentos da URI, Campus de Erechim. A colecdo de micro-organismos
utilizados foi obtida de 6leo de oliva, requeijdo, queijo minas, extrato de tomate, 6leo de
soja, folhas, frutas, nata, creme de leite, carne, maionese e também de amostras de
farelo de soja deterioradas e contaminacfes existentes em meios de cultura. O
isolamento dos micro-organismos foi feito por sub-cultivos em placas de Petri contendo
meio PDA (agar batata dextrose) incubado a 25°C por 3 dias, até o isolamento completo
das colbnias. Estes micro-organismos previamente isolados foram testados como
produtores de enzimas em placas com meio sdlido especifico para cada enzima. Em
todos os sistemas o didmetro do halo de degradacdo do substrato sera medido em
milimetros, subtraindo-se o diametro do crescimento micelial. Ou seja, sera avaliado o
diametro do halo, e n&o o diametro da colonia.

Atividade amilolitica in vitro

Os isolados foram cultivados em meio minimo, o qual teve a glicose substituida
por amido, incubados por sete dias a 25°C. Decorridos sete dias de cultivo dos isolados
no meio, procedeu-se a revelacdo do halo de degradacdo do amido. Para isso, foram
vertidos 2 mL de solugdo lugol sobre a superficie do meio de cultura. Apés 10 minutos,
a solucéao lugol sera descartada e a atividade amilolitica detectada pela formacao de halo
claro circundado por uma zona azulada.

Atividade celulolitica in vitro

Os isolados foram cultivados em agar carboximetilcelulose. Estes foram
incubados por sete dias a 25°C. Apés esse periodo, foram adicionados 10 mL de solucéo
corante de vermelho congo em tampéo Tris HCI 0,05M, pH 8,5. Ap6s 30 minutos a
solucéo foi descartada e as culturas serao lavadas com 5 mL de solugéo de NaCl 0,5M
neste mesmo tampédo, para a revelacdo do halo claro e estreito de degradacdo da
celulose ao redor da colbnia.

Atividade proteolitica in vitro

Para detectar a atividade proteolitica, foi utilizado o meio nutriente agar, contendo
gelatina como substrato. As placas serdo incubadas durante sete dias a 25°C. Apos o
periodo de incubacdo dos isolados neste meio, foi adicionado sobre o mesmo uma
solucdo saturada de sulfato de aménio, cujo precipitado tornou o0 agar mais opaco e
acentuara as zonas claras ao redor das col6nias, onde a gelatina sera degradada.
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3. RESULTADOS

3.1.Screening de micro-organismos

Neste estudo foram previamente isolados 180 fungos filamentosos provenientes
de dversas fontes como 6leo de oliva, requeijao, queijo minas, extrato de tomate, 6leo
de soja, folhas, frutas, nata, creme de leite, carne, maionese e também de amostras de
farelo de soja deterioradas e contaminac¢des existentes em meios de cultura.

Levando em consideracéo a possibilidade da obtencdo de micro-organismos bons
produtores de enzimas, as cepas isoladas foram utilizadasa®sming em placas com
meio minimo contendo meios especificos para a identificacdo de atividade amilolitica,
proteolitica e celulolitica. Em todos os sistemas o didmetro do halo de degrada¢édo do
substrato foi medido em milimetros, subtraindo-se o diametro do crescimento micelial.
Ou seja, foi avaliado o diametro do halo, e ndo o diametro da colonia.

3.2. Atividade amilolitica

Os resultados da selecdo de micro-organismos para a producdo de amilases
encontam-se na Tabela 1. O diametro dos halos dos diferentes isolados com atividade
amilolitica variaram entre 2,2 e 11,06 mm, sem considerar o diametro da col6nia. Foram
considerados com maior potencial de atividade amilolitica 4 isolados (148, 150, 119 e
1210) com didametro de halo acima de 7,08 (média mais desvio padrdo) entre todos os
produtores de amilase.

Tabela 1- Tamanho do halo (mm) dos diferentes micro-organismos isolados com
atividade amilolitica.

Micro-organismos Diametro do Micro-organismos Diametro do halo
isolados halo (mm) isolados (mm)
148 (Aspergillussp.) 11,0613 134 4,4+0,4
150 (Penicilliumsp.) 8+0,8 138 3,8+0,4
119 (Aspergillussp.) 7,6+0,6 173 3,08+0,3
1210 (Aspergillussp.) 7,4+0,7 117 3,8+0,4
111 5,8+0,6 1214 3,06+0,5'
123 5,8+0,6 154 3+0,3
1211 5,8+0,6 168 30,3
127 5,6+0,6 171 3+0,3
1213 5,4+0,8 120 30,3
170 5,12+0,% 1205 2,4+0,2
167 5,1+0,5 13 2,240,2

3.3. Atividade celulolitica

A atividade celulolitica foi observada em 39 isolados, sendo que destes, 8 isolados
(134, 1130, 1212, 130, 170, 126 e 123) apresentaram halos maiores a 13,86 mm (média
mais desvio padrao) (Tabela 2).
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Tabela 2- Tamanho do halo (mm) dos diferentes isolados com atividade celulolitica.

Micro-organismos Diametro do Micro-organismos Diametro do halo
isolados halo (mm) isolados (mm)
134 (Aspergillussp.) 17,4+1,8 1205 7,210, P
1230 (Penicilliumsp.) 16,4+1,8 110 7,240, P
1212 (Aspergillussp.)  16,2+1,8 1210 7,08+0,7
130 (Aspergillussp.) 15,8+1,% 1223 7,1+0,79
170 (Penicilliumsp.) 15,2+1,% 1213 6,60,6
126 (Aspergillussp.) 15,2+1,% 144 6+0,6"
173 (Penicilliumsp.) 14,8+1,% 148 6+0,5"
123 (Aspergillussp.) 14,4+1% 133 5+0,4'
1103 13+1,7 180 4,6+0,4
1203 11,8+1,f 1211 4,604
1215 11,12+1,% 1224 3,2+0,3
142 10+1,6" 182 3,12+0,3
1221 9,8+1,0 141 3+0,2
1225 9,12+0,9 1204 2,4+0,2
1216 8,2+0,8 19 2,4+0,2
128 8+0,9 115 2,40,3
136 80,7 11 2,2+2,0
1222 7,8+0,8 143 2+0,2
131 7,8+0,8 120 10,1
111 7408 T

*--- ndo houve isolado

3.3. Atividade Proteolitica

Dentre 0os micro-organismos selecionados com atividade proteolitica (Tabela 3),
apena 5 isolados (1215, 158, 132, 1216 e 1222) apresentaram diametro de halo acima de
10,62mm (média mais desvio padrao) entre todos os produtores.

Tabela 3- Tamanho do halo (mm) dos diferentes isolados com atividade proteolitica.

Micro-organismos Diametro do Micro-organismos Diametro do halo

isolados halo (mm) isolados (mm)

1215 Penicilliumsp.) 23,12+2%4 131 3+0,4
158 (Penicilliumsp.) 19,2+1,8 134 3+0,3
132 (Aspergillussp.) 12,6+1,3 136 3+0,3
1216 (Aspergillussp.) 11,54+14 126 3+0,3
1222 (Aspergillussp.) 11,4+1,3 165 3+0,3

1211 9,12+0,8 1219 2,8+0,2

1217 9,06x0,9 1210 2,620,2

176 9+0,9 168 2+0,2

1218 7,840,8 184 2+0,2

1213 6,4+0,6" 125 2+0,2

1220 5,1+0,5 140 2+0,2

130 5,1+0,% 144 2+0,2

115 4,12+0,4 154 2+0,2

111 3,8+0,4 181 140,17

127 3,8+0,4 123 1+0,1"
12 36068 0 T

*--- ndo houve isolado

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 4



w& 19 a 22 de outubro de 2014

Congresso Brasileiro de Floriano po lis/SC
Engenharia Quimica

3.4. Isolados com Amplo Espectro de Atividade Enziméatica

Dos 180 isolados, dois apresentaram atividade para todas as enzimas avaliadas,
1211 (Penicillium sp.) e 1213 (Paecelomycsp.). Embora a atividade destes ndo seja
alta nos diferentes sistemas, este amplo espectro de atividade indica um alto potencial
destes isolados, principalmente para utilizacdo no tratamento de residuos, uma vez que
um Unico micro-organismo pode degradar diferentes substratos presentes no residuo.
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Figura 1-Espectro de atividade enzimatica dos isolados IRP&hi€illiumsp.) e 1213
(Paecelomycesp.) em comparagéo com os isolados de maior atividade de cada uma das
enzimas avaliadas.
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Isolados deCrinipellis perniciosa, obtidos a partir de cacaueifthdobromae
cacao), cupuacuzeird ( grandiflorun) e solanaceas silvestres foram testados quanto a
capacidade de produzirem enzimas extracelulares que degradam celulose, amido,
lipidios, proteinas e lignina. A producéo de todas as enzimas foi determinada em meios
sélidos e representada por uma estimativa, baseada na intensidade de cor, ou pela
avaliacdo do diametro dos halos formado nos meios. Foi detectada variabilidade entre
os isolados na capacidade de produzir enzimas celuloliticas, amilases, lipases, polifenol-
oxidases, peroxidases e esterases. Quanto as enzimas proteoliticas, todos os isolados
apresentaram alto nivel de atividade, ndo sendo observada diferenga no comportamento
entre eles. Por outro lado, nenhum dos isolados produziu pectinase, urease e fosfatase-
acida (Bastos, 2005).

Em trabalho de Souza (2008) foi possivel detectar a producdo de celulases e
proteases por todos os isolados fangicos, 40% produziram amilases, 50% produziram
fenoloxidases e 10% produziram pectinases. Peixoto (2006) testou 390 cepas no
processo de triagem, foram selecionadas 45 cepas, consideradas potencialmente
produtoras de amilases (12,31 %); 84 (21,54 %), produtoras de CMCase; 46 (11,79 %),
produtoras de celulases e 35 (8,97 %), produtoras de gomas.
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4. CONCLUSAO

Dos 180 isolados, 12,2% produziram amilases, 17,2% proteases, 27,2%
produziram celulases, 32,7% produziram pectinases e 10,7% nao produziram nenhuma
destas enzimas. De todos 0s micro-organismos testados, 2 micro-organismos
codificados 1211 Renicillium sp.) e 1213 (Paecelomycep.) apresentaram atividade
para todas as enzimas avaliadas. Embora a atividade destes ndo seja alta nos diferentes
sistemas, este amplo espectro de atividade indica um alto potencial destes isolados,
principalmente para utilizacdo no tratamento de residuos, uma vez que um Unico micro-
organismo pode degradar diferentes substratos presentes no residuo.
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