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Resumo: As enzimas aminoliticas sao biocatalizadores que podem ser aplicadas em
diferentes setores industriais. Bioprocessos, como a biodigestdo anaerdbia, contém
microrganismos hidroliticos produtores de amilase, porém é um ambiente pouco explorado.
Portanto, o screening de microrganismos produtores de amilase foi realizado de biodigestor
modelo canadense operado com dejetos bovinos. As anadlises foram realizadas através
de diluicdo seriada em solugao salina 0,9% e cultivadas em agar amido em aerobiose e
anaerobiose. A producao de amilase foi observada quanto a formagao de halo ao redor das
colénias, por um indicador de amido, solugéo de iodo 2%. Foram isolados 15 microrganismos
potencialmente produtores de amilase, obtidos em pH e temperatura de 7,21 (£0,2) e 18,7
°C (x1,01), respectivamente. A metodologia empregada foi suficiente para a obtengao de
microrganismos produtores de amilase.
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Abstract: The amylolytic enzymes are biocatalysts that can be applied in different industrial
sectors. Bioprocesses, such as anaerobic biodigestion, contain hydrolytic amylase-
producing microorganisms, but it is in an unexplored environment. Therefore, the screening
of amylase-producing microorganisms was performed using a Canadian model biodigester
operating with bovine manure. The analysis were performed by serial dilution in 0.9% saline
solution and cultivated on starch agar in aerobiosis and anaerobiosis conditions. Amylase
production was observed regarding halo formation around colonies, by a starch indicator,
2% iodine solution. Fifteen potential amylase producers microorganisms were isolated,
obtained at 7.21 (x0.2) pH and a t 18.7 °C (x1.01) temperature. The methodology used for
the production of amylase microorganisms was sufficient.

Keywords: amylase, anaerobic biodigestion, enzymes, screening.
Introducgao

As enzimas microbianas hidroliticas, como as amilases, sdo biocatalizadores, com
aplicabilidade em diversos setores industriais (BHARDWAJ et al., 2021). A biodigestao
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anaerobia (BA) é um bioprocesso que envolve grande diversidade microbiana, possivel
de ser considerada uma fonte de microrganismos produtores de potencial enzimatico
hidrolitico, entre outras enzimas (FERREIRA, 2016; MENDONCA et.al., 2020).

Na industria farmacéutica, as enzimas microbianas, como a amilase, tém aplicabilidade
no desenvolvimento de farmacos e na otimizagao de processos (BHARDWAJ et al., 2021;
GOPINATH, et.al., 2017). O que demonstra a relevancia de conduzir pesquisas direcionadas
a bioprospecgao de microrganismos produtores de amilase em ambientes pouco explorados,
como na BA (BHARDWAJ et al., 2021).

Portanto, esta pesquisa tem como objetivo o screening de microrganismos produtores
de amilase de biodigestor tipo lagoa coberta (modelo canadense) operado com dejetos
bovinos.

Material e Métodos

O screening de microrganismos produtores de amilase foi realizado de amostras de agua
de lavagem do piso free-stall, antes do separador de sdlidos e do efluente de biodigestor
tipo lagoa coberta (modelo canadense), plug flow, operado a temperatura ambiente em
processo de BA de dejetos bovinos em escala real na fazenda experimental da Embrapa
Gado de Leite, em Coronel Pacheco, MG, Brasil.

As coletas foram realizadas, entre junho e julho de 2022 (4 semanas), em frascos estéreis
na rotina de funcionamento do biodigestor, considerando a estabilidade do processo de
BA (CHERNICHARO, 1997). Transportadas, assepticamente, em caixa térmica até o
Laboratério de Microbiologia do Rumen, na sede da EMBRAPA Gado de Leite em Juiz de
Fora, MG, Brasil.

As amostras foram analisadas com microbiologia classica, através do método de diluicao
seriada em solugao salina 0,9% (MANNI; FILALI-MALTOUF, 2022). As amostras da agua
de lavagem do piso, antes do separador de sélidos em diluigbes 10-2, 10-4 e 10-6, e as
amostras do efluente do biodigestor de 10-2 a 10-4.

As amostras (0,1 mL) foram inoculadas por espalhamento superficial, com auxilio de alga de
Drigalsky, em duplicata no meio de cultura agar amido (contendo por litro 5 g de amido, 5 g
de peptona, 5 g de NaCl, 3 g de extrato de levedura e 20 g de agar, pH 7) e incubadas a 37 °C
por 48 horas em aerobiose e anaerobiose (D’ROSE; JOHNY; BHAT, 2019; NAVABHARATH
et al., 2017). Apds a incubacéao a produgao de amilase foi observada quanto a formagao de
halo ao redor das coldnias, por um indicador de amido, solugéo de iodo 2% (PRANAY et al.,
2019). As coldnias produtoras de amilase foram subcultivadas em agar Brain Heart Infusion
(BHI), passadas para 500 pL de caldo BHI e apds 24 horas de crescimento, foi adicionado
500 pL de glicerol 40% e preservados em triplicata a -20 °C.

Os isolados armazenados serdo utilizados na proxima fase do projeto onde serdo
caracterizadas a capacidade individual de producéo e a concentragao de enzima de cada
isolado.

Resultados e Discussao

O isolamento de microrganismos produtores de amilase de ambiente (manejo de dejetos)
onde a temperatura no momento da coleta erade 18,7 °C (x1,01) demonstrou que é possivel
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isolar esses microrganismos hidroliticos em diferentes faixas de temperatura (Tabela 1).
Dado que outros trabalhos referem que seus microrganismos produtores de amilase foram
isolados em temperaturas maiores que 30°C (CARRASCO et al., 2016; AWASTHI et. al.,
2017; ASRAT & GIRMA, 2018).

Tabela 1: Resultado microrganismos amiloliticos cultivados proximos ao neutro e temperatura média do dia.

Temperatura __ .. . . Condicio
Coleta Amostra pH po Diluicio (; Isolados
(°O) de cultivo
agua de lavagem do 5 .
iy - 741 10~ Aerobiose 4
piso free-stall
Semana 1 19.0°C
efluente do — " Aerobi .
biodigestor ) il croblose
agua de lavagem do ]
g _ g 7.40 107t Aerobiose 1
piso free-stall
Semana 2 17.0°C , ]
efluente do 10° Aerobiose 3
L 7.00 _
biodigestor 10 Aerobiose 1
A de lav d 3 .
agua_ € lavagemco 7.43 10° Aerobiose 1
Semana 3 piso free-stall 19,7°C
efluente do 06 3 Aerobi 1
.. . } erobiose
biodigestor =
efluente do . B .
Semana 4 L. 7.13 19.0°C 107 Anaerobiose 1
biodigestor

Das oito amostras coletadas, foram isolados 15 microrganismos produtores de amilase,
em pH 7,21 (£0,2), que reforca a faixa de pH (4 a 10) de isolamento deste microrganismo
(Tabela 1) (AWASTHI et. al.,2017).

A diferenca da quantidade de isolados de acordo com o local de amostragem demonstrou
a eficiéncia do processo de BA na degradagcdao de matéria organica e selegcao de
microrganismos hidroliticos, entre os quais produtores de amilase (Tabela 1). Devido a
relacdo com diferentes caracteristicas e fases do bioprocesso presente em cada ambiente
(ASRAT & GIRMA,2018).

Conclusoes

A metodologia empregada demonstrou ser capaz de isolar microrganismos produtores
de amilase. Portanto, obtivemos resultados positivos, que viabilizam a continuacdo da
pesquisa.
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