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RESUMO

As enzimas celuloliticas apresentam um vasto campo de aplicacdo, sendo consideradas
de grande importancia biotecnoldgica. As enzimas podem ser de origem animal, vegetal
e microbiana, sendo esta a obtencdo mais vantajosa. O objetivo do trabalho foi selecionar
e caracterizar microrganismos potenciais produtores de enzimas celuloliticas, utilizando
a casca do coco, abacaxi podre, amostras de solo e troncos de arvores como fonte de
isolamento. O isolamento foi realizado através da técnica de semeadura por esgotamento
em placas de PDA e NA. Os isolados foram caracterizados macro e microscopicamente,
e também avaliado quanto a capacidade de apresentar atividade celulolitica. A técnica de
isolamento apresentou seis cepas com capacidade de excretar enzimas celuloliticas, com
destaque para os isolados 5 e 12 que obtiveram valor de indice enzimatico de 12 e 9,3,
respectivamente, contribuindo positivamente para uma necessidade atual do mercado em
buscar novos microrganismos produtores com alta atividade enzimaética.

Palavras-chave: enzimas, celulases, isolamento microrganismo.

ABSTRACT

The cellulolytic enzymes present a vast field of application, being considered of great
biotechnological importance. The enzymes can be of animal, vegetal and microbial
origin, the latter being the most advantageous. The objective of this work was to select
and characterize potential microorganisms that produce cellulolytic enzymes, using
coconut shell, rotten pineapple, soil samples and tree trunks as isolation source. Isolation
was performed using the depletion seeding technique on PDA and NA plates. The isolates
were characterized macro and microscopically, and also evaluated for the ability to
exhibit cellulolytic activity. The isolation technique presented six strains with capacity to
excrete cellulolytic enzymes, with highlight to isolates 5 and 12 that obtained enzymatic
index values of 12 and 9.3, respectively, contributing positively to a current market need
to search for new producing microorganisms with high enzymatic activity.

Keywords: enzymes, cellulases, microorganism isolation.

1 INTRODUCAO

As enzimas sdo um grupo de proteinas que desempenham fungdes essenciais no
metabolismo atuando como catalisadoras de processos bioquimicos (Queiroz and de
Sousa 2020). Cada enzima tem um carater bastante especifico, atuando em um
determinado substrato para produzir um determinado produto. O uso das enzimas abrange
diversas areas, principalmente ao que se diz respeito em processos industriais, uso este

atribuido a propriedade de reconhecimento especifico do substrato pela enzima. As
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reacOes quimicas envolvidas nestes processos sdo geralmente mediadas por catalisadores
quimicos, onde as enzimas possuem vantagens frente a eles por seu baixo impacto
ambiental, além de ser economicamente mais viavel, pelo baixo consumo energético e
por possuir um bom retorno financeiro. (Beli, Mageste et al. 2020)

As celulases sdo enzimas responsaveis pela degradacdo da celulose, principal
composto presente no tecido vegetal. Atualmente, essas enzimas sdo empregadas
principalmente na producdo de detergente, na industria téxtil produzindo a aparéncia
“lavada” do jeans e tornando os tecidos mais lisos e macios, na industria de papel e
celulose para branqueamento da polpa de celulose e na industria de alimentos (Singhal,
Meshram et al. 2018; Imran, Bano et al. 2019; Patel, Pandey et al. 2019).

As enzimas mais estudadas séo aquelas de origem animal ou vegetal, contudo as
de origem microbiana apresentam grande potencial para a aplicacdo industrial, ja que
podem ser facilmente produzidas em larga escala, via fermentacdo. Fungos filamentosos,
leveduras e bactérias sdo 0s principais microrganismos envolvidos em processos
fermentativos na producéo de enzimas devido & versatilidade genética e metabolica que
eles podem apresentar (Régo, Cunha et al. 2019)

Nos ultimos anos, intensificaram-se as investigaces para identificacdo e
isolamento de microrganismo capaz de produzir celulases. A maioria dos estudos tem
sido sobre o sistema de celulase de fungos filamentosos como Trichoderma, Penicillium,
Aspergillus e Fusarim (di Cologna, Gomez-Mendoza et al. 2018; Steudler, Werner et al.
2019). A melhoria no processo de producdo e aplicacdo de celulases vem sendo geradas
no eu tange ao isolamento de microrganismo produtores de celulases, a clonagem e
expressao de genes para 0 aumento da expressao microbiana de celulases, a purificacao e
caracterizacdo de componentes deste complexo enzimatico, ao entendimento sobre 0s
mecanismos de ataque a celulose, a determinacdo de estruturas tridimensionais das
celulases e a demonstragéo do potencial industrial dessas enzimas (Patel, Singhania et al.
2019; Singh, Patel et al. 2019).

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia do
Departamento de Engenharia Quimica (DEQ) da Universidade Federal de Sergipe (UFS).
As amostras do coco e abacaxi foram coletadas na Central de Abastecimento de Sergipe
(Ceasa) em Aracaju e as amostras de solo e tronco de arvore foram obtidos nas localidades

do Laboratdrio de Biotecnologia da Universidade Federal de Sergipe em Séo Cristdvao.
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2.1 ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS

Foi transferida cerca de 2g das amostras para um erlenmeyer de 125mL contendo
um caldo de enriquecimento, composto de extrato de levedura 1,5 g/L, extrato de carne
1,5 g/L e cloreto de sédio 5 g/L. O meio inoculado foi incubado em estufa a 30°C por 24
horas. Apds incubacdo, uma alcada do material foi utilizada para a semeadura por
esgotamento em placas de Petri contendo meios de cultura agar batata dextrose (PDA) e
agar nutriente (NA). As placas com meio NA foram incubadas a 30°C durante 24 horas,
e as placas com PDA foram incubadas sob mesma temperatura por 48 horas. As cepas
obtidas no processo de isolamento foram caracterizadas quanto a morfologia macro e

microscopica.

2.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS ISOLADOS

Apds a etapa de isolamento, foi realizada uma analise macroscopica (analise
textural e estrutural) usando os microrganismos obtidos em placas. As culturas puras
foram analisadas por microscopia Otica, através da técnica de coloracdo simples, para a
identificacdo das formas e arranjos das células microbianas, determinando a qual grupo

os isolados pertencem.

2.3 DETERMINACAO DO INDICE DE ATIVIDADE ENZIMATICA

A producdo de celulase foi verificada em meio contendo 4 g/L de
carboximetilcelulose (CMC), 10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona, e 20 g/L
de agar. Ap0s incubacdo, as placas foram coradas durante 30 minutos com solucao de
vermelho congo (0,3 g/L) em tampdo Tris-HCI 1 mol/L, pH 7,0 e em seguida lavadas 2
vezes com NaCl 1 mol/L. Os diametros das col6nias e dos halos produzidos foram

medidos com paquimetro de acordo com a Figura 1.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Utilizou-se a técnica de semeadura por esgotamento para isolamento dos
microrganismos, obtendo 13 isolados, sendo 4 oriundos do abacaxi, 3 do coco, 3 da &rvore
e 3 da terra. Os isolados foram analisados e caraterizados morfologicamente, conforme

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracterizacdo morfolégica e analise dos isolados.

Isolados Fonte Analise macroscopica Analise microscopica
01 Abacaxi Branca, fosca, seca, borda definida. Bactéria — vibribes
02 Abacaxi Laranja, fosca, cremosa. Bactéria — cocos
03 Abacaxi Branca, aveludada, filamentosa. Fungo - filamentoso
04 Abacaxi Branca, cremosa, bordas regulares. Bactéria — BastGes
05 Coco Amarelada, fosca, cremosa, borda definida. Bactéria — estafilococos
06 Coco Bege, seca, crescimento puntiforme. Bactéria — cocos
07 Coco Transparente, cremosa, crescimento pontual. Fungo — filamentoso
08 Arvore Laranja, transparente, cremoso, borda definida. Bactéria — cocos
09 Arvore Amarelada, fosca, cremosa, borda definida. Bactéria — diplococos
10 Arvore Transparente, seca, ondulada. Bactéria — cocos
11 Terra Vermelha, seca, bordas regulares. Bactéria — cocos
12 Terra Branco, aveludado, crescimento irregular. Fungo — levedura ovoide
13 Terra Preto, filamentoso. Fungo — filamentoso

A andlise da atividade enzimatica foi determinada através da medida dos halos
para determinacdo do indice enzimético (IE). Segundo Lealem and Gashe (1994) os
microrganismos que apresentarem indices enzimaticos (IE) superiores ou igual a 2,0 sdo
considerados como grandes produtores de enzimas extracelulares em meio sélido. A
partir da analise da Figura 2 pode-se observar os indices enziméticos observados nos
isolados.
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Figura 2 — Gréfico comparativo para os valores de indices Enzimaticos (IE) dos isolados.
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Dos isolados os que apresentaram potencial segundo Lealem and Gashe (1994)
estédo os microrganismos 1,3,5,6,10 e 12. Com destaque para os isolados 5 e 12. Os demais
isolados apesar de se desenvolverem no meio com CMC como Unica fonte de carbono,
ndo mostraram nenhum indicio de atividade celulolitica além dos limites da coldnia,
sendo considerados negativos para o teste de indice enzimatico. Segundo Paludo, de
Abreu-Lima et al. (2019) o halo para ser visualizado depende de diversos fatores: além
dos parametros fisicos e quimicos ha a interferéncia da presenca de outras substancias

presentes no meio.

4 CONCLUSAO

A técnica de isolamento e o uso de residuos como fonte produtora de
microrganismos apresentaram resultados positivos, de forma que foram encontrados seis
microrganismos excretores de enzimas celuloliticas, com destaque para os isolados 5 e
12 que obtiveram valor de indice enzimatico de 12 e 9,3, respectivamente. Assim, 0
estudo mais detalhado dos isolados selecionados, incluindo a identificacdo taxonémica, €
necessario para um maior aperfeicoamento do estudo da producédo enzimatica. O presente
trabalho contribuiu positivamente para uma necessidade atual do mercado em buscar
novas cepas de microrganismos com alta atividade enzimatica e que produzam moléculas
com distintas propriedades e especificidades, visando a reducéo dos custos e contribuindo

com o processo de agregacdo de valor econdmico aos subprodutos da agroinddstria.
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