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RESUMO

As enzimas hidroliticas desempenham papel importante em diversos processos de interesses biotecnolégicos.
Dentre esses processos, 0 uso de biomassa para producdo de biocombustiveis, como alternativa as fontes ndo
renovaveis, tem despertado grande interesse em virtude das mudangas climaticas. O objetivo deste trabalho foi
avaliar e selecionar microrganismos (leveduras, fungos e actinomicetos) produtores das enzimas hidroliticas
amilase, celulase, lipase e xilanase, com potencial para producdo de bioetanol e biodiesel. A selecdo dos
microrganismos foi determinada através do crescimento em meios de cultura com diferentes fontes de carbono
(amido soluvel, carboximetilcelulose - CMC, azeite de oliva e xilana) incubados por 10 dias a 28°C, em
triplicata. A avaliacdo da atividade enzimética foi realizada por meio do indice enzimético (IE), sendo
classificados como microrganismos potencialmente produtores de enzimas aqueles cujo IE > 2,0. Entre os
actinomicetos, observou-se a producéo de IE > 2,0 de amilase em 76,9 % dos isolados testados, 92,3 % avaliados
para produgdo de celulase, 30,8 % para lipase e 7,7 % para xilanase, com valores de IE variando de 2,0 a 5,53.
Com relagdo aos fungos e leveduras notou-se que estes microrganismos foram ineficientes para produgdo das
enzimas hidroliticas avaliadas, com IE < 2,0. Os IE variaram significativamente (p < 0,05) entre os isolados em
todas as enzimas avaliadas. Os resultados demonstram o alto potencial dos actinomicetos para prospec¢do em
processos biotecnoldgicos de interesse para a indUstria de biocombustiveis.
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ABSTRACT

Hydrolytic enzymes play an important role in various processes of biotechnological interests. Among these
processes, the use of biomass for the production of biofuels, as an alternative to non-renewable sources, has
aroused great interest due to climate change. The objective of this work was to evaluate and select
microorganisms (yeasts, fungi and actinomycetes) producers the hydrolytic enzymes amylase, cellulase, lipase
and xylanase, with potential for bioethanol and biodiesel production. The selection of the microorganisms was
determined by growth in culture media with different carbon sources (soluble starch, carboxymethylcellulose -
CMC, olive oil and xylan) incubated for 10 days at 28°C in triplicate. The evaluation of the enzymatic activity
was performed using the enzymatic index (IE), being classified as microorganisms potentially producing
enzymes those whose IE > 2,0. Among the actinomycetes, the production of IE > 2,0 amylase was found in
76,9% of the tested isolates, 92,3% evaluated for cellulase production, 30,8% for lipase and 7,7% for xylanase,
With IE values ranging from 2,0 to 5,53.With respect of the fungi and yeasts, it was observed that these
microorganisms were inefficient for the production of the hydrolytic enzymes evaluated, with IE < 2,0. El varied
significantly (p < 0,05) among isolates in all enzymes evaluated. The results demonstrate the high potential of
actinomycetes for prospecting in biotechnological processes of interest to the biofuels industry.
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1 INTRODUCAO

As fontes energéticas tém papel fundamental na economia de um pais e sdo
fortemente dependentes dos combustiveis fésseis (carvao, petroleo e gas natural). Atualmente,
80% do consumo mundial de energia tem origem dessas fontes, apresentando um crescimento
médio anual de 2% e nos ultimos cinco anos esse valor cresceu para 3,1% ao ano. Devido a
alta dependéncia dos combustiveis fosseis, as limitacdes dessa fonte estdo cada vez mais
evidentes com a sua atual escassez e esgotamento proximo (GOLDEMBERG et al., 2008).

E importante salientar que a queima desses combustiveis pelos meios de transportes
estdo entre as principais causas das alteracfes climaticas no nosso planeta. Grandes
quantidades de gases poluentes como o monéxido de carbono (CO), dioxido de carbono
(CO2) e gases sulfurosos sdo emitidas na atmosfera. Os problemas sdo notaveis, observando
contaminacfes no ar devido a queima desses combustiveis, gerando impactos no meio
ambiente e na saude do ser humano, como a chuva acida e o efeito estufa (DRUMM, 2014).

Diante disso, os biocombustiveis, derivados da matéria organica chamada de
biomassa, surgem como excelentes alternativas, com relacdo a emissdo de poluentes na
atmosfera. Essa biomassa pode ser de origem animal ou vegetal, sendo os residuos
agroindustriais lignocelulésicos como a cana-de-aglcar, milho, soja, semente de girassol e
madeira, as principais fontes utilizadas atualmente, apresentado vantagens econdémicas e
ambientais, despertando interesse por serem uma fonte de energia de baixo custo, e
originando diferentes biocombustiveis, como o bioetanol, o biodiesel e 0 biogas (ULHOA,
2014; GOMES, 2014).

Durante a producdo dessas energias renovaveis sdo necessarios o0 emprego de
catalisadores de carater acido, alcalino ou enzimas de origem microbiana. As enzimas
microbianas sdo mais atrativas, pois minimizam os residuos gerados durante o processo, Sao
mais estaveis e especificas para o substrato, além de possuirem grande diversidade em
propriedades de catalise. Apesar do grande interesse pelas enzimas, elas possuem a
desvantagem do alto custo e a complexidade em controlar o processo. As mais utilizadas sao:
amilase, celulase, lipase e xilanase (SALIHU, 2011).

As enzimas amiloliticas sdo proteinas sintetizadas em organismos vivos, sendo elas
de origem vegetal, animal ou microbiana, no qual essas Ultimas sdo utilizadas em grande

maioria. Para a producéo do bioetanol, o amido das matérias-primas lignocelulésicas necessita



ser convertido em agucares de tamanhos menores, tornando-se necessario a acdo das enzimas
hidroliticas amiloliticas, que promovem a hidrdlise enzimatica e consequentemente a quebra
do amido em moléculas de glicose para que entdo ocorra a fermentacdo desse substrato
(PEREIRA, 2015).

As celulases hidrolisam as ligagdes B -1,4 glicosidicas nas cadeias de celulose. A
celulose € principal constituinte estrutural das células vegetais, proporcionando protecao
osmatica e resisténcia mecénica as células. A hidrélise enzimatica da celulose ocorre através
da acdo de um complexo multienzimatico: as endoglucanases e as exoglucanases, redutoras
ou ndo-redutoras. A producdo de celulases por fungos tem sido muito estudada, e o género
Aspergillus € um dos maiores produtores de enzimas do sistema celulolitico (PEREIRA,
2013).

As xilanases sdo enzimas que hidrolisam os grupos de polissacarideos xilanas,
também denominadas hemicelulose (SANTOS, 2012). Devido a complexidade da xilana, a
sua hidrdélise requer acdo de um conjunto de enzimas responsaveis pela sua conversao em
unidades menores. Essas enzimas sdo chamadas de endoxilanases e exoxilanases,
transformando basicamente o xilano em xilo-oligbmeros e xilose respectivamente. S&o
caracterizadas pelo o seu modo de acdo, produtos da hidrélise e origem, ja que podem ser
produzidas por microrganismos como fungos e bactérias (PEREIRA, 2013).

J& as lipases sdo enzimas que catalisam a hidrolise de substratos como Oleos e
gorduras, formando o grupo mais importante dos biocatalizadores. Um de seus potenciais de
aplicacdo é na reacdo de transesterificacdo enzimatica visando a producao de biodiesel. O seu
uso na bioconversdo de 0Oleos e gorduras possui vantagem sobre os catalizadores quimicos,
agindo sob condicdes brandas de temperatura e pressdo, catalisando as rea¢des tanto em meio
aquoso como ndo aquoso e além disso, trazem vantagens ao meio ambiente (RODRIGUES,
2009).

Este trabalho teve o objetivo de selecionar actinomicetos, fungos filamentosos e
leveduras da Colecéo de Microrganismos Multifuncionais e Fitopatdgenos da Embrapa Milho
e Sorgo (CMMF-MS) com potencial biotecnolédgico para a producdo das enzimas hidroliticas
amilase, celulase, lipase e xilanase. Essa selecdo foi realizada através do cultivo desses
microrganismos em meio sélido para posterior verificacdo de producdo enzimatica. Os
microrganismos selecionados poderdo ser utilizados em testes futuros de producdo de
biodiesel e bioetanol a partir de diferentes substratos, em substituicdo aos combustiveis

fésseis utilizados atualmente.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 BIOCOMBUSTIVEIS COMO ALTERNATIVA SUSTENTAVEL

A energia é o principal elemento para o desenvolvimento econémico, e a sua
necessidade aumenta de acordo com o aumento da populacdo e da industrializacéo.
Atualmente, as principais fontes geradoras de energia, totalizando por volta de 80% do
consumo sao o petroleo, o gas natural e o carvdo mineral (CARVALHO & FERREIRA,
2017). Os combustiveis fdsseis sdo considerados fontes energéticas ndo-renovaveis, por serem
produtos de lenta decomposi¢do de organismos vivos pela acdo do meio ambiente, por
milhares de anos (MARTINS, 2015). Essas fontes de energia possuem reservas finitas, sendo
necessario muito tempo para sua reposi¢do no meio ambiente, e assim, a sua atual escassez
estd cada vez mais em evidéncia (MAZZOLA et al., 2014).

Além disso, 0 uso inconsciente desses recursos naturais resultam em problemas
ambientais, como 0 aquecimento global e a poluicdo proveniente da emissdo de gases,
causada principalmente pela queima de combustiveis fosseis, a chuva &cida (SOUZA et al.,
2015). Esta, tem origem através das queimas, onde sao lancados na atmosfera gases poluentes,
NO., SO2, que reagem com vapor de agua presente na atmosfera, produzindo acido sulfurico
(H2NOy) e nitrico (HNO3) (CARVALHO & FERREIRA, 2017; MACHADO, 2010).

Diante do exposto, ao longo do tempo, esses aspectos vém sendo analisados e novas
maneiras de conciliar as necessidades humanas com extracdo de recursos naturais vém sendo
desenvolvidas, como os biocombustiveis. Estes, sdo combustiveis energéticos para motores
produzidos através de fontes renovaveis e biodegradaveis através de diferentes substratos,
como as plantas, gorduras vegetais e animais. Os biocombustiveis, além de serem seguros,
sdo menos poluentes e podem ser produzidos a baixos custos devido a biomassa utilizada
(DOMINGOS et al., 2012).

Biomassa é qualquer matéria organica de origem vegetal ou animal, como a cana-
de-acucar, beterraba, milho, sorgo, semente de girassol, residuos florestais, excrementos de
animais, residuos agricolas e outros (SANTOS & ALMEIDA, 2010). A utilizacdo de residuos
agroindustriais (fibras compostas por polissacarideos, celulose, sacarose e hemicelulose)
como biomassa apresenta vantagens econdmicas e ambientais, onde o aproveitamento desses

residuos sdo de baixo custo e evitam o acumulo dessas biomassas indesejaveis no meio



ambiente. As biomassas apresentam um potencial satisfatorio para a geracao de energia e uma
série de combustiveis, como o bioetanol, biodiesel e o biogés. (CINELLI, 2012).

Entre a demanda de biocombustiveis existentes, o bioetanol e o biodiesel sdo os mais
procurados atualmente. O bioetanol (etanol) possui algumas diferencas se comparado aos
combustiveis derivados do petroleo. Apresenta maior teor de oxigénio, proporciona uma
combustdo mais limpa e melhor desempenho dos motores. O bioetanol é produzido através da
fermentacao alcodlica, processo pelo qual os microrganismos convertem actcares em etanol,
gerando bagaco como subproduto. Esse residuo, composto por celulose e hemicelulose, pode
ser convertido em glicose, xilose e outros aglcares por via microbiana através das enzimas
hidroliticas (SALES, 2010).

O bioetanol pode ser sintetizado a partir de diversos substratos: matérias-primas
sacarineas, compostas por sacarose encontradas em cana-de-agUcar e beterraba, matérias-
primas amilaceas, ricas em amido e matérias-primas lignocelulésicas, através da celulose
encontrada geralmente em madeiras, bagaco de cana, dentre outros. Para cada uma é
recomendado o emprego de uma enzima diferente (amilase, celulase e xilanase), devido alta
especificidade, e quando utilizadas em sinergismo, alcancam resultados satisfatorios
(CINELLI, 2012).

O biodiesel pode ser produzido através de matéria-prima oleaginosa, como a soja,
girassol, mamona, gorduras de origem animal e 6leos de descarte utilizados para frituras. Essa
biomassa é submetida a uma reacéo de transesterificacdo, no qual éleos vegetais reagem com
o0 alcool, originando entdo o biodiesel e glicerol. Para que essa rea¢do ocorra, € necessario o
emprego de catalisadores &cidos, bases ou enzimas lipoliticas. Os catalisadores &cidos,
geralmente apresentam maior rendimento e as bases sdo mais eficientes (RODRIGUES,
2009).

Ja a sintese de biodiesel através de enzimas possui a vantagem da facilidade de
retirada da glicerina livre e a possibilidade da utilizagdo do etanol, onde o emprego da energia
de ativacdo é menor para a hidrdlise do triacilglicerol, devido a presenca de &4gua na sua
composicdo, apresentando como desvantagem o alto custo. As lipases atuam sobre o0s
triacilglicerdis, promovendo a sua catélise e consequentemente reagdes de transesterificagéo.
Essa catalise enzimatica possui alguns fatores que influenciam na atividade enzimatica, como
a biomassa utilizada, condi¢bes de agitacdo necessarias durante o processo e a razdo da

mistura do alcool a ser empregado na esterificacdo (SILVEIRA et al., 2015).



2.2 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE ENZIMAS

Devido a reducdo da disponibilidade de fontes ndo-renovaveis de energia e aos
problemas ambientais relacionados com as emissdes de gases poluentes, 0s biocombustiveis
apresentam-se como alternativa sustentavel para a resolucdo desses problemas. Possuem
como caracteristicas a baixa toxicidade, sdo biodegradaveis, sdo capazes de reduzir as
emissdes de gases prejudiciais e sdo renovaveis, pois seus substratos sdo as biomassas
encontradas em abundancia no meio ambiente. Diante disso, estdo sendo realizadas pesquisas
a fim de melhorar e desenvolver a producdo de biocombustiveis com fontes renovaveis
(PALUDO, 2014).

Os microrganismos constituem uma alternativa eficiente e bastante estudada por
serem capazes de produzir moléculas para a sintese de biocombustiveis tais como bioetanol,
biodiesel e biogas. Essas energias produzidas através de microrganismos possuem a vantagem
de ndo provocar impactos ambientais, sendo um processo limpo de geracdo de energia. Esses
microrganismos, como actinomicetos, fungos filamentosos e leveduras, sdo capazes de
converter aglcares como glicose, sacarose e outros componentes da biomassa lignoceluldsica
em compostos de interesse (OLIVEIRA & BATISTA, 2015).

Os actinomicetos sdo bactérias filamentosas e possuem grande diversidade
morfoldgica. Suas col6nias sdo formadas por uma massa de hifas, chamada de micélio,
formado a partir do desenvolvimento inicial dos esporos, esporangios ou fragmentos de hifas
em meio solido, constituindo o micélio vegetativo. Algumas estirpes apresentam miceélio
aéreo, ao inves do micélio vegetativo, provocando alteracbes morfologicas, estruturais e
fisiolégicas. Os actinomicetos sdo amplamente encontrados em ambientes naturais, como rios,
lagos e principalmente nos solos (BISPO, 2010).

A diversidade ecoldgica dos actinomicetos e sua capacidade de produzir metabolitos
secundarios faz-se importante para a producdo de enzimas. As enzimas produzidas por eles
possuem a capacidade de degradar compostos nitrogenados organicos, carboidratos, varios
esterdides como colesterol, uma variedade de compostos aromaticos, acetileno e muitos
outros. As enzimas sintetizadas pelos actinomicetos possuem grande interesse industrial por
possuirem maior estabilidade a altas temperaturas e diferentes valores de pH, como por
exemplo as amilases, celulases, xilanases e quitinases (BISPO, 2010).

As leveduras e fungos filamentosos também sdo 6timos para a utilizacdo na producao

de enzimas por serem de facil adaptacdo e manuseio sendo os mais utilizados para essa



funcéo, devido aos mecanismos eucariotos. As leveduras possuem reproducgéo vegetativa por
brotamento ou gemulacdo e apresentam tamanhos e morfologias diferentes, se comparadas as
bactérias (CARVALHO et al, 2007). Apresentam grande diversidade metabdlica,
colonizando qualquer fonte de nutriente, principalmente aqueles ricos em agucar. 1sso permite
que elas sintetizem diversos tipos de enzimas com capacidade de hidrolisar moléculas de
acucar em tamanhos menores (SANTOS, 2012).

Os fungos filamentosos sdo claramente diferentes das leveduras. Possuem uma
aparéncia de algodao e estdo presentes em varios ecossistemas e habitats. Por terem variada
diversidade metabdlica, sdo de facil adaptacdo, com crescimento rapido em meios
relativamente simples com fontes de carbono (SANTOS, 2012). S&o apontados como grandes
degradadores de biomassa, com destaque Trichoderma e Penicillium, principais géneros
produtores de celulases, sendo esse ultimo possuidor de alto potencial para a producdo da
enzima B-glicosidase (ALMEIDA, 2013).

2.3 ENZIMAS PRODUTORAS DE BIOCOMBUSTIVEIS: AMILASE, CELULASE,
LIPASE E XILANASE

As amilases estdo entre as principais enzimas industriais, e atualmente na producao
de biocombustiveis atraves da degradacdo do amido. Atuam sobre o seu substrato,
hidrolisando essa molécula em oligossacarideos e glicose. O amido € um polissacarideo
heterogéneo composto por dois polimeros: a amilose e a amilopectina. E hidrolisado por
enzimas denominadas amiloliticas, divididas em trés categorias: as endoamilases, exoamilases
e as desramificadoras (OLIVEIRA et al., 2010). As endoamilases catalisam a hidrdlise do
amido no interior da sua molécula, quebrando-a em particulas de tamanhos variados. As
exoamilases atuam no exterior da molécula através da hidrolise das extremidades da sua
cadeia, resultando em moléculas menores. J& as enzimas desramificadoras atuam
exclusivamente nas ligagdes a-1,6 nas ramificacGes da amilopectina. A atuacdo sinérgica das
principais enzimas amiloliticas favorecem a hidrolise do amido aumentando a taxa de reacao e
diminuindo a inibic¢do dos produtos (CINELLI, 2012).

A celulose é um composto muito encontrado em vegetais, somando cerca de 50% da
sua massa seca. E classificado como homopolimero linear, possuindo em sua composicio

moléculas de glicose associadas a outros polissacarideos hemicelulésicos e lignina. As



celulases sdo enzimas biocatalizadoras especificas com capacidade de realizar a hidrélise da
celulose para a liberacéo de agucares, como a glicose. As celulases séo classificadas de acordo
com seu mecanismo de acdo, e sdo divididas em trés grupos: endoglucanases (EnG),
exoglucanases (ExG) e B-glicosidases (BG), responsaveis pela quebra de ligacdes internas,
externas e de oligossacarideos solveis em glicose, respectivamente. Apesar de ser muito
encontrada em vegetais, a celulase pode ser sintetizada também por fungos e bactérias
(SILVA, 2014).

As enzimas lipoliticas sdo empregadas na catéalise da hidrolise de moléculas de
triacilglicerdis em &cidos graxos. Essas sdo produzidas intracelular ou extracelular em
diversos micro-organismos, como as leveduras Candida rugosa e Candida antarctica. As
lipases mostram-se como promissoras alternativas na catalise de diversas reacdes, como a
transesterificacdo, esterificacdo, acidolise e intesterificacdo. Esse fendmeno acontece devido
ao ataque nucleofilico que a enzima realiza sobre o grupo carbonila do éster (SILVA, 2013).

As lipases estdo sendo propostas para superar as expectativas das catalises quimicas
na producdo de biodiesel. O seu emprego como biocatalisadores esta sendo estudado devido
ao seu beneficio a0 meio ambiente quando comparados a outros métodos (OBREGON, 2004).
Ultimamente, ganharam uma atencdo especial como biocatalisadores para a producdo de
biodiesel, na qual atuam efetuando a catélise da hidrolise do triglicerol (TAG), produzindo
diacilglicerol (DAG), monoacilglicerol (MAG), glicerol e &cidos graxos livres (AGL)
(MARDER et al., 2008).

A xilana é um dos principais componentes da parede celular vegetal, ¢ uma molécula
mais complexa de ser hidrolisada, pois requer a acdo de mais de uma enzima em diferentes
especificidades atuando em sinergismo. Dentre elas, as Xxilanases e xilosidades séo as
principais que atuam nesse mecanismo. Essas sd@o enzimas extracelulares, produzidas por
microrganismos que atuam na hidrolise aleatéria das ligagdes P-(1—4) da xilana e de
xilooligossacarideos. As enzimas B-xilosidases ndo conseguem hidrolisar a molécula da
xilana, elas atuam na hidrolise de moléculas de xilobiose e xilooligossacarideo, liberando
assim a xilose. As xilanases, ou entdo endo-xilanase e exo-xilanase agem na cadeia principal
das xilanas, mais especificamente nas ligacdes P-(1—4), liberando diversos tamanhos de
xilooligossacarideos e xilose. A partir dos residuos agroindustriais, as Xilanases degradam a
hemicelulose transformando em acucar xilose. Com isso, acontece 0 processo de producédo do

etanol a partir da fermentacdo desse agucar liberado (GOMES, 2014).



3 METODOLOGIA

O presente trabalho se trata de uma pesquisa experimental que se baseia em
selecionar e testar microrganismos da Colecdo de Microrganismos Multifuncionais e
Fitopatdgenos da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF-MS) com potencial para producdo de
diferentes enzimas: amilase, celulase, lipase e xilanase. Os experimentos foram conduzidos no
Laboratorio de Microbiologia e Bioguimica do Solo da Embrapa Milho e Sorgo, ho municipio
de Sete Lagoas, MG.

3.1 REATIVACAO DOS ISOLADOS

As analises qualitativas-quantitativas foram realizadas em um total de 45
microrganismos da Colecdo de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Milho e Sorgo,
identificados como 13 actinomicetos, 16 fungos filamentosos e 16 leveduras, com base no seu
sequenciamento. Os fungos filamentosos isolados estavam conservados a temperatura de -
20°C no glicerol. Para a ativagdo das estirpes, foram inoculados uma aliquota de 10 pl em
placas Petri com meio de cultura BDA (200 g/L de batata, 20 g/L de dextrose, 15 g/L de &gar)
e incubados por 72h a 30°C.

Para a reativagdo dos isolados de leveduras e actinomicetos preservados em o0leo
mineral estéril, foram transferidos pequenos fragmentos para placas Petri contendo meio de
cultura sélido. Para a transferéncia das leveduras foram utilizado o meio Agar Yeast Extract
Peptone Dextrose — YEPD (5 g¢/L de peptona, 5 g/L de extrato de levedura, 40 g/L de glicose
e 15 g/L de &gar), incubado por 72h a 28°C. Ja os actinomicetos, utilizou-se o meio Agar
Glicerol Asparagina — AGA [1 g/L de L-asparagina, 10 g/L de glicerol, 1 g/L de KH2PO4, 15
g/L de &gar, e 1 ml/L de solucdo de micronutrientes (0,1 g de FeSO4.7H20; 0,1 g de
MnCl2.4H.0; 0,1 g de ZnSO4.7H20 e 100 ml de agua deionizada)] com posterior incubagédo
por 14 dias a 28°C. Para verificar a pureza dos isolados foi empregado o método de

esgotamento.

3.2 ATIVIDADE ENZIMATICA
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3.2.1 AMILASE

A producdo de amilase foi determinada conforme descrito por Coon et al. (1957). Os
isolados de actinomicetos, fungos filamentosos e leveduras foram suspensos em solugéo
salina e inoculados no meio de cultura 4gar amido (0,5 g/L de NaCl, 3 g/L de extrato de carne,
5 g/L de peptona caseina, 1 g/L de amido e 15 g/L de agar) em triplicata. As culturas foram
incubadas por 10 dias a 28°C, e em seguida adicionadas de 10 ml de solucao lugol diluida (5
g/L de iodo, 10 g/L de iodeto de potéssio) em cada placa. A producdo da enzima amilase foi
detectada pela descoloragcdo do meio, com a formagdo de uma zona amarela ao redor da

colbnia, em contraste com o meio azul resultante da reagdo do amido com o iodo.

3.2.2 CELULASE

A atividade celulolitica dos actinomicetos, fungos filamentosos e leveduras foi
avaliada de acordo com Lewis (1988), utilizando-se meio de cultura suplementado com
carboximetilcelulose (CMC) como fonte Unica de carbono (3 g/L de NaNOs, 1 g/L de
K2HPO4, 0,5 g/L de MgS0O4, 0,5 g/L de KCI, 10 g/L de FeSO4.7H20, 10 g/L de CMC, 15 g¢/L
de agar). Os isolados foram suspensos em solucdo salina, inoculados no meio de cultura e
incubados por 10 dias a 28°C. Posteriormente, foram adicionados 10 mL de solugdo de
vermelho congo a 0,5 % (m/v) em cada placa, deixando-se agir por 15 minutos. Em seguida, o
excesso da solucdo foi descartado e adicionou-se 10 mL de solugédo de NaCl 1 M, deixando-se
agir por 30 minutos sob temperatura ambiente. A producéo da enzima celulase foi detectada
atraveés da descoloracdo alaranjada ao redor das colonias devido a reacdo da celulose com o

vermelho congo.

3.2.3 LIPASE

A atividade lipolitica foi testada de acordo com Savitha et al. (2007), utilizando-se

meio de cultura contendo: 1 g/L de extrato de levedura, 4 g/L de cloreto de sddio, 15 g/L de
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agar, 31,25 mL/L de 6leo de oliva, 0,01 g/L de rodamina B. Os isolados foram suspensos em
solucgéo salina, inoculados no meio de cultura em triplicata e incubados por 5 dias a 28°C.
Apbs o periodo de incubacdo, os isolados foram expostos a luz ultravioleta para a deteccao da
formacédo de halos de coloracdo azul ao redor das coldnias, considerado como parametro

indicativo da presenca da enzima lipase.

3.2.4 XILANASE

O teste de producdo de xilanase foi avaliado de acordo com Heinz (2015) com
algumas modificacbes. Os isolados de actinomicetos, fungos filamentosos e leveduras foram
suspensas em solucdo salina e inoculadas em triplicata em placas Petri com meio de cultura
XPY (2 g/L de xilano, 1 g/L de KoHPO4, 0,01 g/L de FeSO4.7H20, 3 g/L de NaNOs, 0,5 g/L
de KCl e 0,5 g/L de MgSOs, 15 g/L de &gar e pH 6,0) e incubadas por 10 dias a 28°C. Apés 0
periodo de incubacdo, adicionou-se 10 mL da solucdo de vermelho congo sobre a placa,
deixando-se agir por 15 minutos. Em seguida, retirou-se o excesso da solu¢do de vermelho
congo e adicionou-se 10 mL da solucdo de NaCl 1 M, deixando-se agir por 30 minutos.
Observou-se a revelagao dos halos de cor alaranjada ao redor das colonias.

3.2.5 INDICE ENZIMATICO

As atividades hidroliticas das enzimas amilase, celulase, lipase e xilanase foram
estimadas atraves do célculo do indice enzimatico (IE), utilizando-se a seguinte equacédo: IE=
Dh/Dc, sendo Dh o didmetro em mm do halo de hidrélise e Dc o didmetro em mm das
col6nias dos isolados (STAMFORD et al., 1998; SILVA et al., 2015). Os didmetros dos halos
de hidrolise e das col6nias dos isolados foram medidos com paquimetro em mm, posicionado
no reverso das placas de Petri inoculadas. Todos os 45 isolados foram dispostos em trés
repeticdes por amostra, onde os resultados da atividade enzimatica dos microrganismos foram

analisados pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade, por meio do programa SISVAR.
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4 RESULTADOS

Do total de 45 isolados avaliados entre actinomicetos, fungos filamentosos e
leveduras, apenas 13 (28,9%) ndo produziram nenhuma das enzimas analisadas, sendo esses
todos leveduras. Os demais isolados (71,1%) apresentaram resultados positivos para pelo
menos uma enzima hidrolitica. As amilases e celulases foram as enzimas que mais obtiveram
isolados produtores com 30 (66,7%) e 26 (58%) isolados positivos, respectivamente. J& as
lipases e xilanases apresentaram 7 (15,5%) e 14 (31,1%) dos isolados positivos. O indice
enzimético (IE) variou significativamente (p < 0,05) entre os microrganismos avaliados,
sendo que para considerar um microrganismo como bom produtor de enzimas extracelulares,

¢ necessario apresentar IE > 2,0.

4.1 ATIVIDADE ENZIMATICA NOS ACTINOMICETOS

Os resultados encontrados para atividade amilolitica para actinomicetos foram
positivos para todos os isolados. Apenas os microrganismos ACT5, ACT3 e ACT11
apresentaram IE < 2, com valores iguais a 1,49, 1,77 e 1,27, respectivamente. Ja o isolado
ACT9 demonstrou maior IE igual a 3,96 classificando-se com 6timo potencial biotecnoldgico
(Grafico 1). Os resultados encontrados por Rodrigues (2009), foram diferentes, onde apenas 3
(30%) do seu total de 10 isolados foram positivos para amilase, com IE variando entre 1,2 a 2.
Os resultados encontrados pelo autor foram inferiores ao presente estudo.

Entre os 13 isolados de actinomicetos, todos apresentaram resultados positivos para a
atividade celulolitica, com IE variando entre 1,0 e 4,13 para os isolados ACT5 e ACT1
respectivamente (Grafico 1). Apenas o isolado ACT5 ndo alcangou o IE > 2, ndo sendo
considerado bom produtor da enzima celulase. De acordo com Nunes (2010), todos os 48
isolados de actinomicetos de processos de compostagem apresentaram resultados positivos
para celulase, com indice de atividade enzimatica entre 1,5 a 10,5 sendo esses superiores aos
encontrados nesse trabalho com maiores indices enzimaticos.

Para a enzima lipase, apenas 6 (45,2%) isolados de actinomicetos foram classificados
como positivos para formacdo de halos de hidrdlise. Desses isolados, apenas 2 alcangaram
valores de IE < 2. Os demais variaram entre 2,11 e 2,46 pelos isolados ACT7 e ACT13
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respectivamente, considerados bons produtores enzimaticos lipoliticos (Gréafico 1). Nos
estudos realizados por Barbosa et al. (2015), apresentaram resultados inferiores ao presente
trabalho, onde 1 (14,3%) dos 7 actinomicetos analisados teve resultado positivo com valor de
IE iguala 1,3.

Os resultados obtidos para a enzima xilanase a partir dos actinomicetos foram
negativos para 12 (92,3%) isolados. Apenas o isolado ACT5 apresentou halo de hidrolise com
IE > 2 com valor igual a 5,53 considerado como bom potencial biotecnoldgico (Gréafico 1).
Bispo (2010), encontrou em suas analises varios actinomicetos com capacidade de sintetizar a
xilanase, sendo que desses isolados positivos, 56 apresentaram IE < 2 e 35 demonstraram
valores de IE > 2. Com isso, observa-se que os resultados encontrados no presente trabalho
foram inferiores quando comparados com o autor em relacdo a quantidade de isolados

produtores e com IE > 2.

Actinomicetos
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Gréfico 1 — Indice enzimético dos actinomicetos demonstrando diferenca significativa por p < 0,05 no teste de Scott-Knott.

4.2 ATIVIDADE ENZIMATICA NOS FUNGOS FILAMENTOSOS

Nos testes enzimaticos realizados nos isolados de fungos filamentosos para a
amilase, os valores apresentados foram positivos para 14 (87,5%) destes, sendo que 2
demonstraram serem negativos. Entre os positivos o F27 apresentou maior IE com valor igual
a 1,16. Nenhum isolado fungico apresentou valor de IE > 2 (Gréfico 2). Nas anélises
realizadas por Soares et al. (2010), todos os seus isolados cultivados a 4°C apresentaram IE <

2,0, com melhor valor igual a 1,55. Pode-se dizer entdo, que as condi¢fes de temperatura
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podem alterar o metabolismo dos microrganismos proporcionando condig0es estressantes e
com isso produzem maiores quantidade de enzimas.

Entre os testes enzimaticos da celulase, os isolados foram positivos para 12 (75%)
destes, sendo que 4 foram considerados como negativos. Entre os positivos, 11 deles
apresentaram IE igual a 1, ja o isolado F22 apresentou IE superior que os demais com valor
de IE igual a 1,4 (Grafico 2). Nenhum dos isolados de fungos filamentosos demonstraram
valores de IE > 2. Nos trabalhos realizados por Florencio (2011), os isolados Trichoderma em
estudo apresentaram resultados positivos em 97,9% do total dos seus isolados, com IE entre 1
e 1,90 demonstrando valores similares ao presente estudo.

Nos dados encontrados por Frantz et al. (2014), 29 cepas (29,3%) foram positivos, 0
isolados identificado como F76 apresentou o maior indice enzimatico, com valor de 3,72 e 0
F61 o menor valor, igual a 0,67. Nesse trabalho, dos 16 fungos em andlise apenas o F29
apresentou resultado positivos para lipase, com IE de 1,12 e nenhum alcancou IE > 2 (Gréfico
2). Com isso, classifica-se como negativo os isolados que ndo apresentaram halo de hidrélise
lipolitica e, observa-se que o trabalho em questdo demonstrou resultados inferiores
comparados ao autor, com valores de IE > 2.

Para a enzima xilanase, 13 isolados foram considerados como positivos, destes 11
apresentaram valores de IE igual a 1. Os outros dois isolados, F18 e F29 demonstraram
valores de IE igual a 1,57 e 1,89 respectivamente, no qual nenhum deles atingiu o valor de IE
> 2, considerados com moderado potencial biotecnolégico (Grafico 2). Segundo Lopes et al.
(2009), os isolados de fungos filamentosos de feijdo apresentaram resultados positivos para a
xilanase, com maior indice enzimatico igual a 1,12. Sendo assim, os valores encontrados neste

trabalho foram superiores aos resultados do autor em comparacéo.
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Grafico 2 - Indice enzimatico dos fungos demonstrando diferenca significativa por p < 0,05 no teste de Scott-Knott.
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4.3 ATIVIDADE ENZIMATICA DAS LEVEDURAS

Dentre os 16 isolados de leveduras, apenas 3 foram considerados positivos para
atividade amilolitica, todos com IE < 2. As leveduras identificadas como LEV32 e LEV42
apresentaram IE igual a 1,0, sendo os maiores produtores dessa classe. J& o isolado LEV45,
apresentou valores de IE igual a 0,92 (Gréafico 3). Os demais microrganismos apesar de se
desenvolverem no meio rico em amido, ndo apresentaram nenhum indicio de degradacao
enzimatica, sendo considerados como negativos. A baixa porcentagem de leveduras positivas
foram encontrados também por Costa et al. (2014), onde apenas 16,3% dos seus isolados da
batata-doce foram positivos para amilase. O crescimento dos microrganismos em meio onde a
unica fonte é o carbono do amido, propde que todos produzam amilase extracelular, sendo
que a molécula do amido ndo penetra na célula microbiana devido seu peso molecular. Com
isso, pode-se dizer que todos os isolados possuem atividade enzimética, porém n&o
difundiram-se no meio ficando adsorvidas a parede celular, ndo permitindo a formacédo de
halo de hidrdlise.

Nas enzimas celulases, as leveduras apresentaram valores negativos em 93,7% dos
isolados, onde apenas o LEV42 apresentou resultado positivo com IE igual a 1,65 (Gréfico 3).
Nenhum dos isolados das leveduras apresentaram valores de IE > 2, no qual ndo séo
considerados como bons produtores enzimaticos. Segundo Souza (2011), dentre os isolados
analisados 94% apresentaram valores de IE > 2, com valores variando entre 1,89 a 3,16
apresentando oOtimo potencial enzimatico para celulase comparados aos isolados deste
trabalho.

Entre os isolados de leveduras, nenhum apresentou halo de hidrélise para a enzima
lipase (Grafico 3), apesar de terem se desenvolvidos no meio com presenga de 6leos, sendo
classificados entdo como negativos. Nas analises realizadas por Gongalves (2007), em funcéo
da producédo enzimatica relacionada ao tempo, apresentaram resultados positivos. As cepas de
leveduras crescidas em meio de cultura desenvolveram atividade lipolitica com melhores
valores pela cepa 77, com IE de 1,56. Com isso, os resultados fornecidos por Gongalves
(2007) foram superiores a este trabalho mesmo néo atingindo IE > 2.

As andlises realizadas para atividade xilanolitica foram negativas em todos os 16
isolados (Gréfico 3), sendo assim, nenhum dos isolados foram considerados como produtores
enzimaticos apesar das colbnias terem se desenvolvido no meio de cultura sélido, onde a

unica fonte de carbono € a xilana. Nos trabalhos encontrados por Guedes (2016), do seu total
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de isolados apenas 9 (6%) destes foram classificados como positivos, onde somente 6
apresentaram IE > 2, com valores variando entre 2,20 e 6,16 considerados com bom potencial

biotecnologico.
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Gréfico 3 - indice enzimético das leveduras demonstrando diferenca significativa por p < 0,05 no teste de Scott-Knott.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Os biocombustiveis sdo considerados como uma excelente alternativa para a solugédo
da atual escassez das energias fosseis. Para que isso aconteca da forma mais natural possivel,
pode-se utilizar enzimas hidroliticas produzidas por microrganismos. Através dos resultados
alcancados neste trabalho, podemos observar que 32 dos 45 isolados avaliados produziram
pelo menos uma das enzimas hidroliticas testadas, considerando também que a maioria dos
isolados produzem mais de uma das enzimas de interesse. Os actinomicetos foram o0s
microrganismos promissores para a producdo enzimatica, apresentando os maiores indices
enzimaticos. Sendo assim, pode-se sugerir que todos os microrganismos considerados com
bom potencial biotecnoldgico, sejam utilizados para posterior sintese de biocombustiveis
como Biodiesel através das enzimas lipases e Bioetanol por meio das amilases, celulases e

xilanases.
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