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Resumo: A Antartica representa um importante habitat na busca por micro-organismos adaptados a ambientes
extremos. O presente estudo avaliou a produgdo das enzimas amilases e proteases por bactérias isoladas do
ambiente frio. De 100 bactérias triadas, 8 e 4 formaram halo nos meios de selecdo para protease e amilase, 1 3
respectivamente. Dois isolados formaram halo para as duas enzimas. Os resultados encorajam estudos futuros de
produgido, otimizagdo e purificacdo enzimatica para aplicagdes biotecnologicas
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Abstract: Antarctica represents an important habitat in the search for microorganisms adapted to extreme
environments. The study aimed to evaluate the production of amylases and proteases by bacteria from the cold
environment. From 100 bacteria screened, 8 and 4 produced halo on the protease and amylase selection media,
respectively. Two isolates formed halo for the two enzymes. The results encourage future studies of production,
optimization and enzymatic purification for biotechnological applications.
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Resumen: La Antartica representa un importante habitat en la busqueda de microorganismos adaptados a
ambientes extremos. El presente estudio evalu6 la produccion de las enzimas amilasa y proteasa por bacterias
aisladas del ambiente frio. De las 100 bacterias estudiadas, 8 e 4 formaron halo en los medios de seleccion para
proteasa y amilasa, respectivamente. Dos aislados formaron halo para las dos enzimas. Los resultados alientan
estudios futuros de produccion, optimizacion y purificacion enzimatica para aplicaciones biotecnologicas.
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Introducio

Nos ultimos anos, estudos em bioprospec¢do microbiana e a descoberta de novos taxa
em ambientes como oceanos, solos e regides extremas vém aumentando consideravelmente,
devido ao grande interesse industrial que estas pesquisas representam (Yang et al., 2009;
Canganella; Wiegel, 2011; Gomes et al., 2018). Aproximadamente 85% da biosfera do planeta
se encontra permanentemente em temperaturas inferiores a 5 °C, incluindo as regides Artica e
Antartica, montanhas de elevada altitude, as profundezas dos mares, cavernas e outras regides
como lagos, solos e desertos. Estas regioes geladas cobrem grande parte da superficie da Terra,
sendo que 90% do volume dos oceanos estdo em faixas de temperaturas menores do que 5 °C,
35% da superficie € coberta por neve, 24% estd permanentemente congelada ¢ 13% sdo
representados por mares congelados (Margesin; Miteva, 2011; Morgan-Kiss et al., 2006).

Muitos esforgos tém sido realizados na busca por novas enzimas ou novas moléculas
produzidas por micro-organismos psicrofilicos (com crescimento 6timo em temperatura igual
ou inferior a 15 °C e crescimento no maximo em temperatura até 20 °C) e psicrotolerantes (com
crescimento entre 0 °C até 45 °C, exibindo um crescimento 6timo entre 30 °C e 35 °C)
(Quillaguaman et al., 2004), os quais podem ser encontrados em amostras provenientes do
continente Antartico (Eddw, 1960; Morgan-Kiss et al., 2006; Canganella; Wiegel, 2011). Os
organismos presentes nestes ambientes estdo adaptados a uma variedade de condigdes
extremas, como baixas temperaturas, que podem variar entre 5 °C a - 60 °C, valores de pH
alcalino variando de 7.9 a 8.3, maior pressdo osmoética com a hipersalinidade das aguas
ocednicas entre 35 a 200 PSU (Practical Salinity Unit), limitagdes na disponibilidade de
nutrientes no solo permafiost e condigdes de luminosidade nessas regides de alta latitude
(Margesin; Miteva, 2011; Pascale et al., 2012). Estas caracteristicas contribuem para que o
continente Antartico seja um habitat promissor no que se refere a recuperacdo de micro-
organismos com capacidades metabolicas unicas.

Ambientes frios sdo frequentemente colonizados por micro-organismos, entre eles
bactérias gram-positivas e gram-negativas, arqueias, leveduras, cianobactérias, fungos
filamentosos e protistas. Os micro-organismos representam as mais abundantes formas de vida

adaptadas ao frio na Terra em nivel de diversidade de espécie e biomassa (Margesin; Miteva,
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2011). A temperatura pode influenciar fortemente no desenvolvimento de uma dada espécie de
organismo assim, novos géneros ¢ espécies de micro-organismos psicrofilicos e
psicrotolerantes vem sendo descobertos a partir de diferentes habitats gelados (Margesin;
Miteva, 2011). Micro-organismos adaptados a ambientes permanentemente frios podem possuir
caracteristicas moleculares que os permitem sobreviver a essas condigdes extremas e, por esse
motivo, podem representar potencial para prospec¢do de novos compostos derivados do
metabolismo celular, genes ¢ enzimas de fungdes diversas ainda ndo estudados sob estas
condicdes ambientais adversas. Enzimas microbianas apresentam capacidade catalitica em
condicdes extremas abrangendo uma imensa diversidade bioquimica (Beygmoradi; Homaei,
2017).

Dentre todos esses fatores ambientais adversos, a temperatura ¢ o que mais influencia o
desenvolvimento microbiano, devido a fun¢do de diversas biomoléculas € a manutengido das
estruturas bioldgicas celulares (Gomes et al., 2007). Mesmo com toda esta formidavel
capacidade metabolica, o elemento chave que faz com que os micro-organismos se adaptem as
condi¢cdes extremas dos ambientes polares esta relacionado diretamente a capacidade de superar
os efeitos negativos das baixas temperaturas através de processos evolutivos de uma série de
adaptacdes funcionais e estruturais, tais como produgdo de proteinas anticoagulantes,
modulagdo da cinética de enzimas especificas bem como o desenvolvimento de membranas
mais fluidas, através da producdo e acumulacdo de 4cidos graxos de cadeia insaturada (Morgan-
Kiss et al., 2006; Bej et al., 2010; Margesin; Miteva, 2011). Organismos adaptados ao frio
utilizam uma combinacdo de alteragdes na composicao dos acidos graxos para regular a fluidez
da membrana em baixas temperaturas. O grau de insaturagdo dos acidos graxos dos lipidios de
membrana desempenha um papel importante na rigidez das membranas nestas condicoes
extremas (White et al., 2000; Morgan-Kiss et al., 2006; Canganella; Wiegel, 2011).

Atualmente, a capacidade de adaptacdo microbiana as mais diversas condicoes
ambientais tem despertado o interesse de muitos pesquisadores de varias areas cientificas, na
busca por enzimas, tais como amilases e proteases e outras moléculas estdveis em faixas de
temperaturas muito elevadas ou muito baixas (Ladygina et al., 2006; Frias et al., 2010).

Representando 60% das enzimas aplicadas em processos industriais, as proteases

(enzimas proteoliticas), devido as suas propriedades unicas de causar modificagdes seletivas e
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especificas em uma grande variedade de estruturas proteicas (enzimas capazes de clivar
ligagdes peptidicas), constituem uma das classes de enzimas mais importantes utilizadas
comercialmente. Possuem aplicagdes em distintas areas industriais, tais como: i) industria téxtil,
sendo empregada no processamento do couro e desgomagem da seda; i7) industria farmacéutica,
com atividades em distirbios gastrointestinais, como agentes antiinflamatérios e nos casos de
distarbios tromboemboliticos; #ii) industria cervejeira; iv) indistria alimenticia, sendo utilizada
em diversos tipos de alimentos, como produtos lacteos e nos processos de cozimentos; v)
industria de sanitizantes, como aditivos na composi¢ao de detergentes; vi) no processamento de
residuos, incluindo o tratamento de agua e esgoto. A alta aplicabilidade das proteases e o alto
potencial dos micro-organismos de nichos frios sdo areas que, indiscutivelmente, necessitam
ser mais exploradas (Silva et al, 2009; Fornbacke; Clarsund, 2013; Joshi; Satyanarayana, 2013).

Assim como as proteases, as amilases sdo enzimas com fungdes cataliticas, porém com
capacidade de hidrolisar o amido, formando dextrinas e progressivamente polimeros menores,
compostos por unidades de glicose (Ogbonna et al., 2014). Entre as amilases, destacam-se as
a-amilases, responsaveis pelo rompimento das liga¢des no interior do substrato (endoamilases),
as P-amilases, que hidrolisam unidades das extremidades ndo redutoras do substrato
(exoamilase), e as glucoamilases (amiloglucosidases) que liberam unidades de glicose do
terminal ndo redutor das moléculas do substrato (SpierR, 2004). E uma categoria enzimatica
com papel fundamental no mercado industrial de enzimas, podendo ser utilizadas em processos
como: i) alimentos panificados; i7) diversos tipos de fermentacdes; iij) detergentes; iv)
liquefacdo de amido; v) industrias té€xteis e de papel; vi) aplicagdo bioenergética, sendo utilizada
na hidrolise do amido para a produgao de etanol (Loperena et al., 2012).

A utilizagdo de enzimas ativas em baixas temperaturas apresenta varias vantagens,
incluindo a reduc@o do custo do aquecimento dos fermentadores industriais, redugdo dos riscos
de contaminacdo microbiana e melhor solubilidade da enzima em baixas temperaturas
(Andualem, 2014). Existem poucas amilases com atividade abaixo de 15 °C ¢ em pH alcalino,
enfatizando a importancia da bioprospec¢do em ambientes pouco explorados (Vester; Glaring;
Stougaard, 2015). A produgdo de amilases a partir de micro-organismos adaptados a baixas

temperaturas oferece ainda vantagens em relagdo aos mecanismos de tolerancia ao
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congelamento, como maior fluidez da membrana e produgdo de proteinas responsaveis pela
adaptacdo a baixas temperaturas (Kuddus et al., 2011).

Neste sentido, o presente trabalho focou na triagem de bactérias isoladas de amostras do
continente Antartico na busca pelas enzimas amilases e proteases, objetivando a aplicacdo
potencial destas moléculas em processos biotecnologicos industriais em condigdes de baixa

temperatura.

Metodologia
Linhagens microbianas

As bactérias isoladas de amostras do continente Antartico utilizadas no presente trabalho
(n=100) foram cedidas pela Profa. Dra. Valéria Maia de Oliveira, coordenadora da Divisdo de
Recursos Microbianos (DRM), do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e
Agricolas da Universidade Estadual de Campinas CPQBA/UNICAMP, no dmbito do projeto
AP FAPESP intitulado “Multi-omicas aplicadas ao conhecimento e exploracdo de
microbiomas Antarticos” (Processo no. 2016/05640-6). As bactérias estudadas foram isoladas
de amostras diversas coletadas do ambiente Antartico incluindo sedimento marinho, solo
congelado e invertebradoss marinhas, utilizando a logistica adotada pelo Programa Antartico
Brasileiro durante a expedigdo: OPERANTAR XXXII (verdo 2013/2014), no ambito do projeto
do CNPq “Micologia Antartica (MycoAntar): taxonomia, diversidade e distribui¢do geogrdfica
de fungos presentes em ecossistemas da Antdrtica e sua utilizagdo como fonte de moléculas
prototipos para o desenvolvimento de farmacos e pesticidas”, coordenado pelo Prof. Dr. Luiz
Rosa (UFMQ).

Para a realizagdo da triagem enzimatica, as bactérias preservadas em 20% de glicerol
pelo método de ultra-congelamento (- 80 °C), foram reativadas através de semeadura em placas
de Petri contendo o meio de cultivo NA (agar nutriente), constituido de 0,3% de extrato de
carne, 0,5% de peptona, 1,5% de agar, em pH ajustado para 6,8 com hidroxido de sodio. As
placas foram incubadas na geladeira a 4 °C por 10 dias. Apos o crescimento, os isolados foram

submetidos aos testes de triagem para a producdo das enzimas amilase e protease.

Triagem enzimatica

Rev. Bras. de Iniciacido Cientifica (RBIC), Itapetininga, v. 5, n.2, p. 13-29, 2018.

Edicao Especial Universidade Federal da Integracao Latino-Americana (UNILA)

17




B¥evista

brasileira
de miciacao cientifica

Os experimentos de triagem da enzima amilase foram realizados de acordo com o
método proposto por Andualem (2014). Os isolados foram inoculados em placas de Petri
contendo o meio de cultivo SPYA (1% de amido soluvel, 0,5% de peptona, 1,5% de extrato de
levedura e 1,5% de agar), seguido de incubagdo na temperatura de 4 °C durante 14 dias. Apds
este periodo, com auxilio de uma pipeta de vidro, cerca de 10 mL de uma solugdo contendo 1%
de iodo em 2% de iodeto de potassio foram adicionados na superficie dos meios de cultivo
contendo o crescimento microbiano, até o preenchimento de toda a superficie da placa de Petri.
As colbnias que apresentaram a formacdo de um halo (zona clara) ao seu redor, foram
selecionadas como isolados produtores putativos de amilase. Os experimentos foram realizados
em triplicata.

Os experimentos de triagem da enzima amilase foram realizados de acordo com o com
método proposto por Wang et al. (2007), modificado. Os isolados foram inoculados em placas
de Petri contendo o meio de cultivo LPDA (10% de leite desnatado, 1% de glicose, 1,5% de
agar em caldo de batata fervido), sendo as placas incubadas a 4 °C durante 14 dias. As coldnias
que apresentaram a formacdo de um halo ao seu redor, foram selecionadas como isolados
produtores putativos de protease. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Para ambos os testes de triagem das enzimas amilase e protease, a avaliagdo dos halos
foi realizada visualmente, com auxilio de uma régua transparente, empregando o seguinte
sistema de pontuagdo de acordo com a produgdo enzimatica: (+++) boa produgdo enzimatica
(halo entre 11 a 15 mm de didmetro); (++) produgdo enzimatica regular (halo entre 6 a 10 mm

de diametro) e (+) producdo enzimatica fraca (halo entre 1 a 5 mm de diametro).

Avaliacio do crescimento microbiano

Como descrito no teste de triagem enzimatica, a avaliagdo do crescimento dos isoaldos
bacterianos foi realizada visualmente, com auxilio de uma régua transparente, empregando o
seguinte sistema de pontuac¢do de acordo com o crescimento: (+++) bom (entre 13 a 20 mm de

diametro); (++) regular (entre 6 a 12 mm de diametro) e (+) fraco (entre 1 a 5 mm de diametro).

Caracterizacao morfolégica
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A caracterizagdo morfologica foi realizada com os isolados produtores das enzimas de
interesse (formagdo de halo) nos experimentos de triagem das enzimas amilase e protease. Os
isolados positivos foram cultivados em meio NA (agar nutriente), sendo as placas incubadas a
uma temperatura de 4 °C durante 14 dias. As analises macroscopicas foram realizadas com
auxilio de um esterecoscopio NIKON SMZ 745 Modelo C-LEDS (China), sendo avaliadas as
caracteristicas de crescimento, cor, forma e brilho das col6nias. As analises microscopicas dos
isolados foram realizadas pela técnica de coloracdo de Gram. Um esfregaco de cada isodado
foi preparado em uma lamina de vidro e corado com uma solu¢do de cristal violeta por 60
segundos, seguido de uma lavagem com agua corrente. Apos lavagem, o esfregaco foi corado
com uma solu¢do de Lugol por mais 60 segundo, seguido de uma descoloracdo com uma
solucdo de alccol 95%/acetona por 20 segundos. Apos lavagem, o esfregaco foi corado com
uma solu¢do de Fuccina durante 20 segundos. O material preparado foi observado com auxilio
de um microscopio optico NIKON Eclipse E200MVR (China). As bactérias coradas em roxo e
vermelho, foram caracterizadas como gram-positivas e gram-negativas, respectivamente

(Madigan et al., 2016).

Resultados e Discussao

No total, 100 bactérias foram enviadas para o laboratdorio multidiciplinar da UNILA para
realizacdo dos experimentos de triagem enzimatica. Entretanto, apenas sessenta e dois isolados
apresentaram crescimento em pelo menos um dos dois meios de cultivo utilizados nos
experimentos (meio de triagem da enzima protease acrescido de 10% de leite e meio de triagem
da enzima amilase acrescido de 1% de amido). Os métodos de preservacdo de células
microbianas utilizados em técnicas de microbiologia podem ndo garantir uma adequada e
satisfatoria preservacdo para todos os tipos de linhagens microbianas e, as vezes, alguns
isolados podem nao resistir aos métodos e ndo serem capazes de sobreviver apos a reativacao.
Assim, as células podem sofrer injirias metabolicas ao longo do processo ou pelo simples fato
do congelamento e descongelamento das células quando em uma rotina laboratorial continua.
Entretanto, as bactérias utilziadas no presente trabalho foram isoladas de um ambiente

oligotréfico (com pouca disponibilidade de nutrientes) e, a utilizagdo do meio NA, pode ter
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possibilitado a falta de crescimento de 38 isolados, pois este meio de cultivo apresenta uma rica
fonte de carbono e nitrogénio em sua composi¢ao.

De qualquer forma, os testes de triagem enzimatica foram realizados com sucesso, tendo
em vista que, das sessenta e duas bactérias realmente triadas em ambos os meios de cultivo
distintos, 10 isolados foram capazes de apresentar a formagdo de halo nos meios de cultivos de
selecdo (Tabela 1). As Figuras 1 A, B e C, mostram exemplos dos testes de triagem para as
enzimas estudadas. Podemos verificar na Figura 1C a formacao do halo, a qual foi rapidamente

observado logo apos a adi¢do do corante revelador constituido de iodo.
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Tabela 1 - Atividades enzimaticas e caracterizagdo morfologica dos isolados microbianos com potencial biotecnologico recuperados de amostras
do ambiente frio.

Codigo do  Coloracao Atividade Atividade Crescimento  Cor da colonia  Elevacdo  Caracteristica da
isolado de Gram Proteolitica Amilolitica celular bacteriana colonia
(leite 10%) (amido 1%) microbiano bacteriana
247 Negativa* +++ ++ Creme Convexo brilhante
438 Positiva** ++ + Creme Convexo brilhante
472 Positiva +++ + Incolor Convexo brilhante
497 Positiva ++ ++ Amarelo claro Convexo opaca
499 Positiva +++ ++ Branco Convexo brilhante
494 Positiva +++ + ++ Amarelo Convexo brilhante
529 Positiva ++ + Creme Convexo opaca
P11-Eh Negativa + + Incolor Convexo brilhante
P14 - Gx Positiva + +++ Creme Convexo brilhante
P16 - B4 Positiva ++ ++ ++ Amarelo forte Convexo brilhante
Fonte: Produgao do proprio autor.
Notas:

(+++) boa producdo enzimatica e/ou crescimento;
(++) regular produgado enzimatica e/ou crescimento;
(+) fraca produgdo enzimatica e/ou crescimento

* cor vermelha

**cor roxa
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O amido, um importante polissacarideo encontrado nos vegetais, ¢ formado pela
combinagdo da amilose com a amilopectina. A molécula de amilose ndo apresenta ramificagdes,
assumindo uma conformagdo helicoidal, entretanto, a molécula de amilopectina apresenta
estruturas ramificadas, mas ndo forma uma conformacédo helicoidal. O iodo utilizado no meio
de cultivo para a busca por amilase reage com a amilose do amido, sendo aprisionado no interior
da hélice da amilose e formando um complexo azul-escuro. Isto ndo ocorre quando em contato
com a amilopectina, devido a uma menor interacdo pela auséncia da conformacao helicoidal,
formando uma coloragdo menos intensa, de tom avermelhado (Denardin; Silva, 2008).

Nos testes enzimaticos, a formagdo do halo ocorre devido a presenga da enzima amilase,
a qual quebra as ligagdes a-(1-4) e a-(1-6) da molécula de amido, fazendo com que o iodo nao
fique aprisionado no interior da hélice da amilose. Em nossos experimentos, quatro isolados
microbianos (494, 529, P11-Eh e P16-B4) apresentaram halo no meio de seleg¢@o constituido de

1% de amido, sendo considerados putativos produtores da enzima amilase.

Figura 1 - Triagem enzimatica com os isolados bacterianos do ambiente frio.
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A e B: Triagem da enzima protease. As setas vermelhas indicam a formac¢do dos halos e as
barras pretas o tamanho de cada halo: (+) produgdo enzimatica fraca; (++) producio enzimatica
regular e (+++) boa produgdo enzimatica. C: Triagem da enzima amilase: (+) produgdo
enzimatica fraca; (++) producdo enzimatica regular e (+++) boa producdo enzimatica, apos
adicdo do corante revelador.

Fonte: Produgdo do proprio autor.

Para o teste de protease, oito isolados (247, 438, 472, 497, 499, 494, P14-Gx e P16-B4)
foram capazes de formar halo no meio, sendo portanto considerados putativos produtores da
enzima protease. Por outro lado, dois isolados (494 e P16-B4) foram os melhores produtores
de ambas as enzimas, pois foi possivel observar a formagéo de halo nos dois meios de cultivos
distintos (Tabela 1).

Os melhores produtores da enzima protease foram os isolados 247, 472, 499 e 494,
devido a formag¢dao de um maior halo no meio de sele¢do (+++). Com relagdo a producdo de
amilase, os dois melhores isolados foram 529 e P16-B4, com uma produgao enzimatica regular

(++) (Tabela 1).
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Dentre as linhagens produtoras das enzimas testadas, oito foram caracterizadas como
bactérias gram-positivas ¢ duas gram-negativas. As colora¢des das colonicas bacterianas
variaram entre as cores: creme (n=4), amarelo (n=1), amarelo claro (n=1), amarelo escuro
(n=1), branca (n=1) e incolor (n=2). Ambientes frios sdo frequentemente colonizados por
micro-organismos, entre eles bactérias gram-positivas e gram-negativas, arqueias, leveduras,
cianobactérias, fungos filamentosos e protistas. Os micro-organismos representam as mais
abundantes formas de vida adaptadas ao frio na Terra em nivel de diversidade de espécies e
biomassa (Feller, 2003; Margesin; Miteva, 2011). A temperatura pode influenciar fortemente
no desenvolvimento de uma dada espécie de organismo e, de acordo com Margesin e Miteva
(2011), novos géneros e espécies de micro-organismos psicrofilicos e psicrotolerantes vem
sendo descobertos a partir de diferentes habitats gelados.

Trabalhos na literatura vém sendo realizados na busca de enzimas microbianas, dentre
elas as amilases e as proteases obtidas de bactérias de ambientes extremos. De acordo com
Loperena e colaboradores (2012), bactérias isoladas de amostras da Antartica foram avaliadas
quanto a producdo de diversas enzimas, sendo que a atividade amilolitica foi a mais
frenquentemente identificada nas linhagens bacterianas. No trabalho realizado por Lu e
colaboradores (2010), uma nova linhagem bacteriana identificada como Pseudoalteromonas
arctica, isolada de amostras de d4gua do mar coletadas na Ilha Gaogong, China, foi capaz de
produzir amilase adaptada ao frio. Neste estudo, os autores demonstraram a atividade
enzimatica relativa entre 60 e 75% em temperaturas de 5 a 15 °C.

Do mesmo modo que as amilases vém chamando aten¢@o na area biotecnoldgica, as
proteases também vém sendo pesquisadas para os mesmos propoésitos. No estudo realizado por
Ni et al. (2013), vinte e sete isolados bacterianos pertencentes aos géneros Pseudomonas,
Polaromonas, Brevundimonas, Cryobacterium, Kocuria, Arthrobacter, Chryseobacterium e
Flavobacterium, mostraram produg@o da enzima protease em placas de Petri contendo leite
desnatado. As bactérias triadas no estudo foram isoladas a partir de amostras de sedimentos da
camada inferior das geleiras encontradas nas Montanhas Tianshan, na China. Em outro estudo
realizado por Xiulan et al. (2003), a linhagem psicrofilica de Pseudomonas sp. SM9915, isolada

de amostras de limo em profundidade de aproximadamente 1.855 metros, foi capaz de sintetizar
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uma maior quantidade da enzima protease quando o isolado foi submetido ao crescimento na
temperatura de 15 °C.

Em processos industriais, o crescimento de um dado micro-organismo ndo esta
diretamente relacionado com a sua produgdo enzimatica, mas sim & demanda de nutrientes e
oxigénio necessaria as reagdes bioquimicas microbianas. No presente estudo, o isolado P14 -
Gx apresentou um melhor crescimento celular/biomassa microbiana (+++) apds 14 dias de
incubacdo (Tabela 1). A Figura 2, ilustra distintos crescimentos microbianos entre as linhagens
utilizadas no estudo. Entretanto, o isolado gram-positivo 472 pode ser considerado o melhor
produtor enzimatico e um aspecto que o torna ideal para ser utilizado em um processo
fermentativo € que o isolado apresentou baixo crescimento celular (+), mas conseguiu produzir
uma grande quantidade da enzima protease (+++) (Tabela 1). Assim, podemos dizer que a
produgdo enzimatica desse isolado (472) sera relativamente maior com um menor crescimento
celular, ndo sendo necessario um gasto muito elevado com fontes de nutrientes e oxigénio
(fatores essenciais ao crescimento celular) ou um elevado consumo de energia elétrica
(essencial para o funcionamento de um fermentador industrial). Deste movo, essas
caracteristicas proporcionam uma maior economia ¢ uma maior produtividade sendo fatores

importantes para uma industria biotecnoldgica.
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Figura 2 - Diferengas morfologias entre as colonias bacterianas isoladas do ambiente frio.

A: Apos 14 dias de crescimento a 4° C. (os sinais +++ indicam as col6énias com maior
crescimento; ++ crescimento regular; + crescimento fraco. B: Caracteristica da colonia: opaca.
C: Caracteristica da coldnia: brilhante.

Fonte: Produg@o do proprio autor.

Neste sentido, podemos dizer que os resultados obtidos no presente estudo enfatizam a
importancia da busca por micro-organismos em ambientes considerados indspitos, os quais
apresentam uma maquinaria enzimatica diversificada, podendo produzir moléculas
diferenciadas em relagdo aquelas produzidas por células de ambiente ameno (com faixas de
temperatura mais elevadas), as quais podem ser utilizadas em diversos processos

biotecnoldgicos industriais.

Conclusdes

Os resultados encontrados no presente estudo permitiram a identificacdo de bactérias de
ambiente extremo potencialmente produtoras das enzimas amilase e protease. O continente
Antartico pode ser considerado um habitat realmente promissor na buscar por moléculas entre
elas as enzimas produzidas por micro-organismos adaptados a estes ambientes extremos.
Assim, podemos destacar a importancia da realizagdo de estudos voltados a bioprospecgdo de

micro-organismos psicrofilos e/ou psicrotolerantes encontrados nestes ambientes, encorajando
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estudos futuros empregando métodos de otimizagdo da produgdo destas moléculas de interesse
por meio de técnicas de planejamento experimental bem como purificagdo e caracterizagdo

destas enzimas bacterianas com grande potencial de aplicagdo nos diversos setores industriais.
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