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Resumo

Os microrganismos possuem alta diversidade molecular e metabolica, sendo fonte de produtos bioativos
naturais, como a producéo de enzimas, as quais sdo amplamente utilizadas em processos industriais devido
sua capacidade de atuar como catalizador, acelerando a velocidade das reacdes. Diante disso, 0 presente
trabalho buscou identificar e selecionar a presenca de atividade amilolitica e celulolitica em oito estirpes
bacterianas promotoras de crescimento vegetal, utilizando dois meios distintos de cultura, contendo fontes
Unicas de carbono, farelo de milho e CMC. A presenga das enzimas foi diagnosticada por meio de testes
de formacéo de halo de degradacédo, formados nos meios de cultura. Como resultado, das estirpes testadas,
foi verificado que a UNIFENAS 100-24 se mostrou potencialmente capaz de degradar o amido e a celulose,
sendo, portanto, uma caracteristica desejavel para a manutencao da qualidade do solo e desenvolvimento
vegetal.
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INTRODUCAO

As enzimas séo biocatalisadores, em sua maioria de origem proteica, capazes de
promover reacdes de maneira mais rapida, eficiente e ambientalmente sustentavel (LUZ et
al., 2016). Segundo Camargo (2009), esses catalisadores bioldgicos podem ser extraidos de
tecidos animais, vegetais e de microrganismos. As enzimas microbianas se expressao
atualmente como as principais fontes de producdo de enzimas usadas industrialmente, isso
devido a algumas caracteristicas como a grande quantidade de produto em tempo
relativamente curto, a ndo dependéncia de condi¢gdes ambientais e gasto reduzido no uso de
matérias primas (ZIMMER et al., 2009).

De acordo com Spier et al. (2004), as enzimas amiloliticas tem a finalidade de alterar
matérias-primas amilaceas e/ou adquirir produtos proprios, sdo capazes de hidrolisar
moléculas de amido permitindo que pequenos polimeros de agucares sejam liberados
(GUPTA et al., 2003 e PANDEY et al., 2005). E empregado na indUstria de alimentos, na
etapa de degomagem na industria téxtil, na industria de papel, na indistria quimica e
também aplicado na industria de racdo animal.

As celulases exercem um papel importante sobre as inddstrias de bioenergia e
produtos de origem bioldgica, provocam uma motivacdo no desenvolvimento e selecdo de
enzimas celuloliticas por meio de microrganismos que se apliquem a hidrélise da celulose
das paredes celulares dos vegetais (ZHANG et al., 2006). Para o emprego em
compostagem, assepsia de tanques e tratamentos de residuos e efluentes, adequa-se também
produtos contendo amilases, proteases, lipases e celulases (EDC, 2004).

Objetiva- se com esse trabalho, identificar e selecionar bactérias promotoras do

crescimento vegetal, isoladas do solo, capazes de produzir as enzimas amilase e celulase.

M ETODOLOGIA

Os experimentos deste trabalho foram realizados no laboratorio de microbiologia
do solo do setor da agronomia, na UNIFENAS, em Alfenas, MG.

Os microrganismos, 8 estirpes bacterianas, utilizados, foram: UNIFENAS 100-31,
UNIFENAS 100-24, UNIFENAS 100-50, UNIFENAS 100-69, UNIFENAS 100-59,
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UNIFENAS 100-74, UNIFENAS 100-71 e UNIFENAS 100-72. S&o estirpes isoladas do
solo rizosférico de Brachiaria brizantha, sendo testadas quanto ao potencial de atuar como
promotoras do crescimento vegetal, e pertencem a colecdo do Laboratério de Microbiologia
do solo do Setor da Agronomia, na UNIFENAS, em Alfenas, MG.

O método utilizado para a conservacao das estirpes foi repicagem em agar nutriente
e posteriormente transferida para o meio liquido até sua fase log (108 células mL™) para a
selecdo de bactérias com capacidade para produzir enzimas.

Para a selecdo das bactérias promotoras de amilase, foi adotada a metodologia de
Rabalho (2002), onde o meio de selecdo foi composto de: 10g de farelo de milho
esterilizado umedecido com uma solugéo de sais contendo 0,14% de (NH4)2SO4, 0,20% de
K2HPO4, 0,02% de MgS04.7H20 e 0,10% da solucdo de micronutriente, pH foi ajustado
6,5a6,8.

Em placas de Petri contendo o meio de selecdo, foram inoculadas 20 pL da
suspensdo bacteriana em pontos, sendo realizada quadruplicada, e em seguida incubadas
em estufas a 28°C. Apo6s 48h, foram analisadas e medidas o diametro de cada col6nia e as
placas foram inundadas com solucédo de iodo. A comprovacdo da atividade enzimatica foi
por meio da formag&o de um halo claro ao redor do ponto onde a estirpe foi inoculada
(ROCHA, 2010), que posteriormente foi medido com um paquimetro.

A fim de selecionar bactérias promotoras de celulase, as estirpes foram cultivadas
em placas contendo meio solido carboximetilcelulase (CMC) como fonte de carbono,
metodologia de Santos et al., (2010) adaptada. Foi realizada quadruplicada de pocinhos em
cada placa com 140 pL de suspensdo bacteriana, sob estufa a 28°C. Apos 24h, foram
coradas com uma solucdo de Vermelho do Congo 1% por 10 minutos e descoradas com a
solugdo de NaCl 0,5% para aumentar o contraste do halo, indicando sua atividade

enzimatica. Para cada microrganismo foi medido os respectivos halos com um paquimetro.

RESULTADOS E DlscussAo

Das estirpes bacterianas avaliadas quanto a producdo de amilase e celulase,
observou-se que a estirpe UNIFENAS 100-24 apresentou uma melhor capacidade na
degradacéo, formando halos, conforme apresentado na Figura I, respectivamente.



A revelacdo de um halo enzimatico ao redor da estirpe foi por meio do teste de iodo
e vermelho congo comprovando sua capacidade em crescer e degradar os substratos.

Figura I: Formacéo de halos de hidrolise em meio 4gar contendo uma Unica fonte de

carbono. (A) amilase; (B) celulase.

Foi comprovada com ensaios enzimaticos em placas que todas as bactérias
utilizadas na selecéo cresceram no meio contendo uma fonte de carbono (CMC e farelo de
milho). E interessante notar que a atividade enzimatica s6 foi comprovada na bactéria
UNIFENAS 100-24 apresentando um halo de hidrélise visivel em ambos os substratos,
resultados semelhantes foram encontrados na literatura (SANTOS et al., 2010 e ROCHA,
2010).

Cabe ressaltar 0 aumento da producdo agricola em sistemas organicos, e uma
necessidade de aplicacdo de subprodutos agroindustriais como fonte organica de nutrientes,
por meio do processo de compostagem. Com isso, a utilizagdo futura de bactérias com
capacidade em degradar residuos vegetal no desenvolvimento de processos que pretendem
impulsionar, otimizar ou acelerar a bioconversdao de materiais lignoceluloliticos para
aplicacdo no campo e em nivel industrial (SANTOS et al., 2010). De acordo com Boisset
et al. (2001), a combinacéo de diferentes tipos de enzimas que atuam em associa¢do provou

ser um metodo efetivo para aprimorar a digestéo de residuos celulésicos.

CONCLUSC)ES

Conclui-se, portanto, que das oito estirpes testadas somente a estirpe UNIFENAS
100-24, revelou-se produtora da enzima amilase e celulase.
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