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1 INTRODUGAO

A flexibilidade enzimatica atribuida a micro-organismos psicrofilicos, € uma
caracteristica adaptativa de grande aplicabilidade em diversos setores industriais e
com promissor interesse cientifico para aplicagbes voltadas a industria
biotecnoldgica. As amostras marinhas e de sedimentos do solo Antartico, possuem
um alto potencial de conterem micro-organismos com caracteristicas unica no que
se refere a adaptacdo microbiana em ambientes extremos, o que torna estas
comunidades microbianas promissoras na obtencdao de produtos metabdlicos
diferenciados dos ja encontrados a partir de células originarias de ambientes com
temperaturas amenas. Neste sentido, o presente estudo objetivou a busca das
enzimas amilases e proteases produzidas bactérias associados a ambientes de
baixa temperatura bem como a avaliagdo das estruturas morfologicas destas
linhagens proporcionando a estruturagdo de um acervo de linhagens bacterianas

com potencial aplicagao biotecnologica.

2 METODOLOGIA



Foi realizado uma triagem enzimatica inicial utilizando 100 bactérias
preservadas em meétodo de ultracongelamento nas dependéncias laboratoriais da
Universidade Federal da Integracdao Latina-Americana (UNILA), Campus Jardim
Universitario. A enzima amilase foi triada de acordo com o método proposto por
Andualem & Gessesse (2013). Os isolados foram inoculados no meio SPYA (1% de
amido soluvel, 0.5% de peptona, 1.5% de extrato de levedura e 1.5% de agar),
sendo as placas incubadas a 4 °C por duas semanas. Apds crescimento microbiano,
a solugéo (1% de iodo em 2% de iodeto de potassio) foi adicionada na superficie
dos meios de cultivo. As coldnias que apresentaram a formacdo de um halo/zona
clara (cerca de 10 mm de didmetro), foram selecionadas como isolados produtores
putativos de amilase. Os experimentos foram realizados em triplicata. A enzima
protease foi triada de acordo com método proposto por Wang et al. (2007),
modificado. Os isolados foram inoculados no meio LPDA (3% de leite desnatado,
1.0% de glicose, 1.5% de agar em caldo de batata), sendo as placas incubadas a 4
°C por duas semanas. As colbnias que apresentaram a formagao de um halo/zona
clara (cerca de 10 mm de didmetro), foram selecionadas como isolados produtores

putativos de protease. Os experimentos foram realizados em triplicata.

A caracterizagdo morfologica dos isolados produtores das enzimas foi
realizada, cultivando as linhagens em meio de cultivo NA (agar nutriente), sendo
incubadas a uma temperatura de 4 °C durante 15 dias. A caracterizagcao

morfoldgica dos isolados foi realizada pela técnica de coloragéo de Gram.

3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

Os ambientes extremos possuem uma variedade de condicbes complexas de
carater fisico-quimico, distintas dos demais ambientes como a temperatura,
concentracbes variadas do pH, maior pressdao osmoética, além das limitacbes
nutricionais. Micro-organismos psicrofilicos estabelecem adaptagdes que permitem
seu desenvolvimento em baixas temperaturas e pouca exigéncia nutricional as
quais, permitem que estas células tenham a capacidade de produzir metabdlitos que
sdo constantemente associados a aplicagdes biotecnoldgicas tais como enzimas e

metabdlitos secundarios. Enzimas microbianas marinhas, apresentam capacidade



catalitica em condi¢des extremas e abrangendo uma imensa diversidade bioquimica
(Beygmoradi, A., & Homaei, A., 2017).

Representando 60% das enzimas aplicada em processos industriais, a
protease é sem duvida uma das enzimas mais importantes. As proteases possuem
aplicagcdes em distintas areas industriais, como industria téxtil (processamento do
couro e degomagem da seda), industria farmacéutica (atividade digestivas,
nutracéutica e inflamatoria), alcodlica (cerveja), alimenticia (alimentos, produtos
lacteos, processos de cozimentos), extracdo da prata a partir de filmes de raios-x,
processamento de residuos (tratamento de agua e esgoto), além da aplicagao
bioenergética. A alta aplicabilidade das proteases e o alto potencial dos
micro-organismos de nichos frios e rigorosos, sao areas que indiscutivelmente,
necessitam ser mais exploradas (Joshi, S., & Satyanarayana, T., 2013).

Assim como as proteases, as amilases tém um papel fundamental no mercado
de enzimas, atendendo as demandas industriais, em alimentos panificados,
fermentacdes, detergentes, liquefacdo de amido, industrias téxteis e de papel, a
utilizagao de enzimas ativas a frio possibilita varias aplicagbes benéficas. Existem
poucas amilases com atividade abaixo de 15°C e em pH alcalino, enfatizando a
importancia da bioprospeccdo em ambientes pouco explorados (Vester, J. K.,
Glaring, M. A., & Stougaard, P., 2015).

4 RESULTADOS

No total cerca de 100 bactérias isoladas de ambiente frio foram triadas.
Entretanto, 62 isolados apresentaram crescimento nos dois meios de cultivo
utilizados nos experimentos (3% de leite — triagem da enzima protease e 1% de
amido — triagem da enzima amilase), sendo que 13 linhagens foram capazes de
apresentar producdo enzimatica, devido a formacao de halo/zona clara no meio de
cultivo. Dez e cinco isolados foram considerados putativos produtores da enzima
protease e amilase, respectivamente. A linhagem 494 foi a melhor produtora
enzimatica, pois foi possivel observar a formac&o de halo para este isolado nos dois
meios de cultivos distintos.

Dentre as linhagens produtoras das enzimas testadas, sete foram

caracterizadas como bactérias Gram positivas e duas Gram negativas. Quatro



isolados produtores enzimaticos estavam contaminados, o que torna os resultados
para estes isolados insatisfatérios. As coloragdes das colbnias 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=1).

5 CONCLUSOES

Os resultados atingidos foram satisfatérios, uma vez que foi possivel a
identificacdo de bactérias que apresentaram produgdo das enzimas amilase e
protease investigadas nos experimentos. Assim, podemos destacar a importancia
da realizagado de estudos voltados a micro-organismos psicrotroficos de ambientes
extremos, como o continente Antartico, encorajando estudos posteriores,
empregando meétodos de otimizagdo e purificagdo das enzimas bacterianas para

possivel aplicagao nos diversos setores industriais.
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