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RESUMO - Este trabalho objetivou isolar e identificar bactérias autoctones, de
sedimentos de mangue, a fim de realizar um levantamento do potencial enzimatico para
aplicacdo na industria. As amostras foram coletadas em 04 pontos equidistantes da Lagoa
do Aracd em Recife- PE e inoculadas em Agar Padrdo para Contagem (PCA), contendo
2% de cloreto de sddio por 48 horas. As coldnias crescidas nas placas foram escolhidas
por diferencas nos aspectos morfoldgicos a fim de representar a diversidade bacteriana
local. Foram isoladas 36 cepas bacterianas, 83,3% eram Gram-positivas e 17,3% Gram-
negativas, sendo possivel identificar por testes bioquimicos 06 géneros e 17 espécies. O
género Bacillus apresentou uma predominancia significativa, chegando a 96,5% do total
dos isolados. Foram identificadas 13 espécies distintas deste mesmo género, 0 que
evidencia a sua importancia para a microbiota do ambiente em estudo. Além do Bacillus,
também foram identificados os géneros Corynebacterium, Enterobacter, Escherichia,
Pseudomonas e Micrococcus. Os percentuais de bactérias produtoras de enzimas amilase,
protease, lipase, catalase, fosfolipase e citrato sintase, foram de 59%, 75%, 26%, 83%,
23% e 61% respectivamente.

1. INTRODUCAO

O Brasil é um territério mega diverso, abrigando cerca de 20% de toda a diversidade bioldgica
mundial, o que confere ao nosso pais uma extraordinaria competitividade diante de demandas
ambientais e biotecnoldgicas, nas quais o capital natural pode gerar grandes beneficios econémicos e
sociais quando bem administrado.

Os manguezais s@&o um dos ecossistemas mais produtivos do planeta, tendo um papel
fundamental na manutencdo da biodiversidade marinha, funcionando como bergério e fonte de
alimento para peixes e outros animais. Tal importancia se deve principalmente para ciclagem dos
nutrientes devido ao aporte de materiais sedimentares provenientes tanto do mar quanto do
continente, tornando-o um ambiente de transi¢do de alta produtividade.

Segundo o mapeamento realizado pelo Ministério do Meio Ambiente (2009), os manguezais
abrangem cerca de 1.225.444 hectares em quase todo o litoral brasileiro, desde o Oiapoque, no
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Amapa, até a Laguna em Santa Catarina, constituindo zonas de elevada produtividade biolégica, uma
vez que acolhem representantes de todos os elos da cadeia alimentar. Estdo morfologicamente
associados a costas de baixa energia ou a areas estuarinas, lagunares, baias e enseadas que fornecem a
protecdo necesséria ao seu estabelecimento (Diegues, 2002).

Apesar das caracteristicas de um ambiente indspito, 0 manguezal é considerado um ecossistema
vulnerdvel devido a crescente destruicdo desta area para construcdo civil, extrativismo vegetal e
animal, portuaria, barragens, derramamento de 6éleo dentre outras. Assim, a biota do manguezal vem
sofrendo grande impacto, resultando em alteragcdes no perfil de espécies, sejam elas vegetais, animais
ou microbianas (Castro, 2011).

Com a reducdo da area de manguezais além das perdas de inimeras espécies de flora e fauna,
muitas espécies de microrganismos foram e estdo sendo perdidas. Muitas destas provavelmente nunca
foram descritas, as quais poderiam ser utilizadas na area biotecnoldgica, farmacéuticas e afins. Assim,
a descricdo do papel de diversidade e da comunidade microbiana em manguezais € um assunto de
relevante importancia, pois poucos estudos realizados com microrganismos deste ecossistema,
tornando imperativa a descri¢cdo desta microbiota e a possivel utilizacdo desses microrganismos nas
areas citadas acima. (Castro, 2011; Santiago & Motta, 2006).

Considerando a importancia dos estudos associados a caracterizacdo da microbiota em
sedimentos de mangue, com a finalidade identificar a biodiversidade local e a partir dai, determinar as
habilidades e potenciais bioquimicos, fisiologicos e estruturais desse grupo de organismos, e levando
em consideracao que os estudos relacionados a utilizacdo de microrganismos dos mangues brasileiros
estdo basicamente voltados a exploracdo do seu potencial biodegrativo para componentes
petroquimicos (Fioravanti et al., 2012; Barbosa et al., 2007; Maciel et al., 2009), o presente estudo se
prop0e isolar e identificar e avaliar o potencial enzimatico das bactérias autoctones de sedimento de
mangue da lagoa do araga-PE com finalidade de manter um banco de cultura microbiana especifica
desse local destinada a aplicacGes diversas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo das amostras

Para o isolamento de bactérias autoctones, foram realizadas coletas do sedimento em 04 pontos
no entorno do mangue da Lagoa do Araca, situada no bairro da Imbiribeira, em Recife — PE.
Representados pelas letras A, B, C e D, e posicionados, respectivamente, nas seguintes coordenadas
geogréaficas 8°5°44.8509”S, 34°54°56.6894”W; 8°5°37.4325”S, 34°54°48.6556”W; 8°5°34.2587"S,
34°54°54.8740”W e 8°5°36.1706”S, 34°54°58.1957”W. As amostras foram coletadas do sedimento a
uma profundidade de 10 cm, em uma superficie isenta de folhas, com o auxilio de um amostrador tipo
draga e transferido para frascos de vidro previamente esterilizados. Apos a coleta todas as amostras
foram acondicionadas em saco estéreis, mantidas refrigeradas em isopor e levada para o laboratorio.
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2.2. Preparo das amostras para analise microbioldgica

Foram pesados 25g de amostra em papel aluminio estéril e transferidos assepticamente para um
frasco de Erlenmeyer contendo 225 ml de diluente (&4gua salina peptonada a 0,85%) previamente
esterilizado. A partir desta suspensdo foram feitas diluicdes para frascos contendo 90ml de diluente
obtendo as seguintes dilui¢des: 1/10 , 1/10%, 1/10°.

2.3. Selecdo dos microrganismos e condic¢des de cultivo

Aliquotas de 1 ml das diluicdes foram semeadas pela técnica “Pour-Plate”, em Agar Padrédo
para Contagem (PCA), contendo 2% de cloreto de sodio e incubadas por 48 horas na temperatura de
35-37°C. Apdbs esse periodo foram selecionadas col6nias crescidas nas placas que apresentaram
aspectos morfolégicos diferentes a fim de representar a diversidade bacteriana. As col6nias foram
transferidas para tubos de ensaio contendo Agar Nutritivo e incubados a 35°C por 48 horas.

2.4. Manutencao das culturas isoladas

Todas as culturas isoladas em tubos de ensaio foram armazenadas em refrigerador a 4-5°C e
subcultivadas no momento do ensaio.

2.5. Métodos de caracterizacao

A caracterizacdo dos microrganismos baseou-se na chave de métodos do Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology (2005). O método consistiu em separar 0s microrganismos em dois grandes
grupos através de coloragdo diferencial de Gram. Em seguida, diferencia-los quanto a forma como
bacilos ou cocos. Uma posterior coloracdo para identificacdo de producdo de esporos segundo
Schaeffer e Furton (1933), permitiu a caracterizacdo do género. A partir dai, a definicdo das espécies
foi feita através de testes bioquimicos variados como fermentacdo de acgucares, teste do vermelho de
metila, teste de tolerdncia ao NaCl 6,5% e teste de Vogues- Proskauer (VP) de acordo com a
ANVISA (2004).

2.6. Atividade Enzimatica

A partir de um padrdo de suspensdo de células (10 células/ml) foram realizados os ensaios com
as amostras segundo o metodo descrito por Hankin & Anagnostakis (1979) e Kitancharoen & Hatai
(1998). Um volume de 1 ml da suspensédo foi transferida para placas de Petri utilizando a técnica
“Pour- Plate” contendo os diferentes meios para deteccdo das atividades enzimaticas.

Amilase as amostras foram inoculadas em meio Agar Nutritivo, suplementado com uma solugéo
de amido soluvel 0,2% (pH 6.0). As culturas foram incubadas na temperatura de 37°C por 48 horas e
apos esse intervalo de crescimento adicionou-se uma solucéo de iodo a 0,1 N para revelar a atividade
enzimatica.

Protease as amostras foram inoculadas em meio Agar Nutritivo, acrescido de 8% de gelatina e
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incubadas na temperatura de 37°C. As culturas foram incubadas por 7 dias e observadas mediante a
presenca de halo transparente ao redor da colénia.

Lipase a atividade lipolitica foi avaliada segundo a metodologia descrita por Beisson et al.
(2000), utilizando meio de cultura composto de peptona (1%); cloreto de soédio (0,5%) e &gar (2%). A
este meio foi adicionado 1% de Tween-80 (sorbitano monolaurato) para observacao da producao de
lipase.

Catalase foi medida utilizando uma suspensdo bacteriana (2mL) com turbidez entre 0.8 — 1.0
(D.0600) e perdéxidode hidrogénio (H.0O,) a 20%(m/v), como reagente. A reacdo foi considerada
positiva pela presenca de bolhas, que indicam a liberacdo de O,.

Fosfolipase a atividade fosfolipasica foi avaliada com a utilizacdo do método descrito por
Hankin & Anagnostakis (1979). As amostras foram inoculadas em meio Sabouraud suplementado
com 0,005M de cloreto de sodio, 0,005M de cloreto de célcio e 8% de lecitina de ovo e incubadas em
duas temperaturas 28°C e 37°C. As culturas foram cultivadas durante 3 dias, para determinacdo da
atividade por meio da formagé&o de halo.

Citrato-sintase foi determinado através da utilizacdo do meio Citrato Simmons Agar em tubos
inclinados, incubados a 37°C por 24 horas. A reacdo positiva foi detectada pela mudanca de cor do
meio de verde para azul, onde se verifica a utilizacdo do citrato como unica fonte de carbono pelo
microrganismo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel identificar 6 genéros e 17 espécies de microrganismos utilizando o método do
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (2005) nos pontos A, B, C e D. A Tabela 1 mostra os
microrganismos quanto ao Género e espécie. Salienta-se ainda que a bactéria Bacillus cereus foi a que
apresentou maior percentual (22%) nos isolados e predominancia em todos os pontos coletados.

Dias (2008) em seu estudo com sedimentos de manguezal da llha Cardoso Cananéia-SP,
conseguiu identificar 238 bactérias e 15 géneros distintos (Vibrio, Listonella, Aeromonas,
Microbacterium, Dermabacter, Brevibacterium, Paenibacillus, Staphylococcus, Kurthia, Bacillus,
Nesteronkonia, Kytococcus, Kocuria, Pseudomonas e Rothia), sendo apenas duas destes géneros
(Bacillus e Pseudomonas) idénticos aos encontrados nesse estudo.

Segundo Garrity et al. (2011) o género Bacillus é composto de microrganismos ambientais cujo
habitat principal é o solo onde possuem um papel importante no ciclo do carbono e do azoto. A
resisténcia dos esporos e a diversidade fisioldgica das formas vegetativas fazem com que sejam
considerados ubiquos, podendo ser encontrados em diversos sedimentos de solo, além da agua do
mar, da dgua doce e géneros alimenticios.

Tabela 1 — Levantamento geral dos microrganismos isolados

Amostra Género e espécie Amostra Género e espécie
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Al Bacillus brevis C1l Bacillus megaterium
) C2 Enterobacter
A2 Micrococcus spp. aerogenes
A3 Bacillus insolitus C3 Bacillus subitilis
A4 Bacillus insolitus C4 Escherichia coli
A5 Bacillus licheniforms C5 Bacillus
laterosporus
A6 Bacillus subitilis C6 Bacillus sphaericus
A7 Bacillus C7 Bacillus
azotoformans laterosporus
A8 Bacillus megaterium C8 Bacillus insolitus
] C9 Pseudomonas
A9 Bacillus cereus aeruginosa
. . C10 Pseudomonas
Bl Bacillus sphaericus aeruginosa
B2 Bacillus cereus D1 Bacillus insolitus
) .. D2 Bacillus
B3 Bacillus pasteurii macquarienses
B4 Pseudomonas D3 Bacillus cereus
aeruginosa
B5 Bacillus pasteurii D4 Bacillus cereus
B6 Bacillus cereus D5 Bacillus cereus
B7 Bacillus cereus D6 Bacillus cereus
B8 Bacillus badius D7 Bacillus brevis
B9 Corynebacterium -
Xerosis
Enterobacter -
B10 aerogenes

3.1. Teste de atividade enzimatica

O Grafico 1 apresenta uma avaliacdo da atividade enzimatica dos microrganismos isolados,
testadas como foi descrito na secdo de materiais e métodos do presente trabalho.

Gréfico 1 - Percentual da atividade enzimatica de todos os microrganismos isolados.
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Atividade Enzimatica (%)

W Amilase

m Protease

M Lipase

m Catalase

m Fosfolipase

Citrato sintase

O teste de producdo da amilase, constatado pela hidrélise do amido, foi realizado em todos 0s
microrganismos isolados, apresentando um percentual de 59% de espécimes com atividade
amilolitica. Foi possivel observar a predominancia quase que total de microrganismos produtores de
amilase no ponto D de coleta, 0 que pode indicar uma composi¢do quimica diferente neste trecho do
mangue entorno da Lagoa do Araca, provavelmente oriunda de interferéncias externas aquele
ambiente.

Dos microrganismos isolados 75% apresentaram atividade proteolitica, provavelmente pelo fato
de 0 mangue ser composto por matéria organica.

O percentual de bactérias quanto a atividade lipolitica positiva foi 26% com uma porcao
pequena de isolados concentrada no ponto C de coleta. Tais resultados podem sofrer influéncia da
entrada e saida de agua proveniente do estuario do Rio Tejipié por meio de um canal natura pelo qual
a lagoa é alimentada e que pode conter sedimentos ou microrganismos especificos.

A abundancia de bactérias produtoras de catalase (83%) conforme demonstra o grafico 1
evidencia o potencial que os microrganismos do ambiente do mangue possuem para a producgédo destas
enzimas. A catalase é uma enzima intracelular necessaria a decomposi¢do do peroxido de hidrogénio
decorrente do metabolismo celular em organismos expostos ao oxigénio atmosférico. A presenca de
catalase se atribui ao elevado percentual de bactérias do género Bacillus dos isolados com teste
positivo para esta enzima avaliado neste trabalho.

Como ¢é possivel observar no grafico 1, os resultados apontam um baixo percentual de atividade
lipidica (26%) e fosfolipidica (23%) dos microrganismos isolados. As caracteristicas bioquimicas do
ambiente do mangue tradicionalmente apontariam para um resultado como este, devido a sua
composicao que ndo apresenta teores elevados de acidos graxos. E importante enfatizar a auséncia
total de amostras positivas para a fosfolipase no local de coleta nomeado como B.
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A presenca de microrganismos com atividade da citrato sintase em todos o0s pontos coletados da
lagoa indica que ha uma elevada atividade aerdbia nesse ecossistema indicando que o ambiente apesar
de urbano nédo apresentou indicio de eutrofizacdo por poluicdo organica. A citrato sintase também foi
investigada por Almeida- Victor & Rodrigues (2009), em seu estudo sobre a investigacdo da hipoxia
causada pela eutrofizacdo e poluicdo organica de ambientes marinhos litoraneos através da avaliacéo
da atividade especifica de enzimas especificas.

4. CONCLUSAO

Das 36 cepas bacterianas isoladas, 83,3% eram Gram-positivas e 17,3% Gram-negativas, sendo
possivel identificar por testes bioquimicos 06 géneros e 17 espécies. O género Bacillus apresentou
uma predominancia significativa, chegando a 96,5% do total dos isolados. Foram identificadas 13
espécies distintas deste mesmo género, 0 que evidencia a sua importancia para a microbiota do
ambiente em estudo. Além do Bacillus, também foram identificadas os géneros Corynebacterium,
Enterobacter, Escherichia, Pseudomonas e Micrococcus. O Percentual de bactérias produtoras de
enzimas amilase, protease, lipase, catalase, fosfolipase e citrato sintase, foi de 59%, 75%, 26%, 83%,
23% e 61% respectivamente. O sedimento de mangue da Lagoa do Araca pode ser uma fonte de
bactérias com potencial biotecnolégico principalmente para a producdo das enzimas amilases e
proteases.
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