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Resumo

Potencial Biotecnoldgico enzimatico de Bactérias Bioprospectadas de
Solo do Cerrado

Este estudo explora a riqueza biolégica do Cerrado, o segundo maior
bioma do Brasil, conhecido por sua biodiversidade. A pesquisa destaca a
necessidade de conservagao e exploragao biotecnolégica deste ecossistema,
ameacado pela expansdo humana e conversao em monoculturas. O potencial
do Cerrado na producdo de enzimas para otimizar processos industriais &
enfatizado, com foco em proteases, amilases e xilanases. Estas enzimas
desempenham fungdes essenciais na degradagdo de substancias tdxicas,
tratamento de efluentes e biorremediacdo ambiental, encontrando aplicagcbesem
varias industrias. O objetivo do estudo foi a bioprospecc¢éo de bactérias do solo
do Cerrado com potencial biotecnolégico. Amostras de solo foram coletadas em
Alto Gargcas (MS) e submetidas a testes de cultivo para isolar bactérias
produtoras dessas enzimas. A avaliagao do potencial enzimatico foi realizada
através do indice Enzimatico (IE). Foram identificadas sete cepas produtoras de
enzimas, todas com IE significativo, e as bactérias foram caracterizadas por meio
de testes de coloracdo de Gram, KOH 3%, catalase e oxidase. Em conclusao, a
bioprospec¢cao das bactérias do solo do Cerrado destaca o potencial
biotecnoldgico desse ecossistema, reforcando a necessidade de preservacgao e
a importancia de explorar as propriedades das enzimas para inovacdes

industriais e ambientais.

Palavras-chave: Proteases, Amilases, Xilanases



Abstract

Enzymatic Biotechnological Potential of Bioprospected Bacteria from

Cerrado Soil

This study explores the biological richness of the Cerrado, the second
largest biome in Brazil, known for its biodiversity. The research highlights the
need for conservation and biotechnological exploration of this ecosystem,
threatened by human expansion and conversion into monocultures. The potential
of the Cerrado in the production of enzymes to optimize industrial processes is
emphasized, focusing on proteases, amylases, and xylanases. These enzymes
perform essential functions in the degradation of toxic substances, effluent
treatment, and environmental bioremediation, finding applications in various
industries. The aim of the study was the bioprospecting of soil bacteria from the
Cerrado with biotechnological potential. Soil samples were collected in Alto
Gargas (MS) and subjected to cultivation tests to isolate bacteria producing these
enzymes. The evaluation of the enzymatic potential was carried out through the
Enzymatic Index (El). Seven enzyme-producing strains were identified, all with
significant IE, and the bacteria were characterized by means of Gram staining,
3% KOH, catalase, and oxidase tests. In conclusion, the bioprospecting of
bacteria from the Cerrado soil highlights the biotechnological potential of this
ecosystem, reinforcing the need for preservation and the importance of exploring
the properties of enzymes for industrial and environmental innovation.

Keywords: Proteases, Amylases, Xylanases
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1. Introdugao

A sociedade contemporanea, marcada pelo paradigma capitalista,
enfrenta desafios ambientais significativos decorrentes do consumo exacerbado
de recursos e da produgdo crescente de residuos, ameagando a
sustentabilidade do planeta e a rica diversidade bioldgica. Nesse contexto
desafiador, a “Quimica Verde” emerge como uma resposta inovadora,
concentrando-se na prevengao da emissao de residuos toxicos e na otimizagao
do uso de recursos, oferecendo solugdes promissoras para os dilemas

ambientais.

Este trabalho se propde a explorar a intersecédo entre a “Quimica Verde”
e a biotecnologia, destacando a relevancia dessa convergéncia na busca por
praticas industriais mais sustentaveis. O cenario atual da industria, adaptando-
se as legislagbes ambientais, evidencia uma transi¢ao crucial na abordagem de
producdo, que ndo apenas visa a eficiéncia econdmica, mas também a

responsabilidade ambiental.

No ambito da biotecnologia, como ferramenta essencial nesta transicao,
ha um interesse particular na bioprospecgao de bactérias isoladas do solo do
Cerrado brasileiro. Este bioma, o segundo maior do pais, apresenta uma
biodiversidade unica e é crucial para nossa pesquisa, uma vez que desejamos
avaliar o potencial biotecnologico desses microrganismos no contexto da

producao de enzimas de interesse industrial.

O foco central deste estudo recai sobre a avaliacdo do indice enzimatico
das bactérias isoladas, compreendendo sua capacidade de produzir enzimas
com aplicagdes praticas na industria. Este aspecto visa ndo apenas aprofundar

a compreensao da diversidade microbiana do Cerrado, mas também a identificar

bactérias que possam vir a ser recursos valiosos para a producéo de enzimas.

Ao abordar a aplicagao pragmatica das enzimas em processos industriais,
ressaltamos a imperatividade da bioprospecgdo em ambientes caracterizados
por condi¢cdes adversas de temperatura, pH, salinidade e disponibilidade de
nutrientes. Esta énfase se justifica pela significativa vantagem que a utilizagao

de enzimas naturalmente adaptadas a essas condi¢cdes pode conferir aos
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processos industriais, promovendo maior eficiéncia operacional e otimizacao

econdmica.

Ademais, este estudo também reconhece a oportunidade estratégica que
o Brasil possui no mercado global de enzimas. Ao explorar o potencial
biotecnoldgico do solo do Cerrado, almejamos nao apenas contribuir para o
conhecimento cientifico, mas também acentuar a capacidade distintiva do pais

de se tornar lider na produgao enzimatica em escala internacional.

Apresentar uma base sélida para futuras pesquisas e estimular a
implementagao pratica de abordagens sustentaveis na industria brasileira séo
objetivos fundamentais deste trabalho. Por meio da bioprospecgao bacteriana no
solo do Cerrado, buscou-se oferecer uma contribuicdo significativa para a
compreensao da diversidade microbiana do Cerrado e seu potencial para a

producao de enzimas industriais.

2. Revisao de literatura

2.1. Bioprospeccéao

Abioprospecgéao configura-se como uma abordagem cientifica de elevado
valor, orientada a pesquisa e exploragdo de microrganismos em ecossistemas
complexos, dotados de caracteristicas distintivas, visando oferecer solugbes
para desafios cotidianos. A totalidade da extensa comunidade microbiana ainda
nao foi exaustivamente examinada pela humanidade, destacando a crucial
necessidade de investigar esses elementos para a compreensdo de suas

propriedades e potencialidades cientificas (Bernal 2020; Procopio and Barreto
2021).

Desde tempos remotos, os seres humanos tém se utilizado da natureza
circundante como fonte primordial de alimento, remédios, energia e outros
recursos valiosos. Com o progresso cientifico, a biotecnologia emergiu como
uma disciplina de alta complexidade tecnolégica, incorporando a manipulagao
genética e o desenvolvimento de organismos dotados de novas formas e
fungdes. Contudo, a pesquisa biotecnoldgica evoluiu para uma perspectiva mais
ampla, desempenhando um papel significativo na conversdao de recursos
provenientes da biodiversidade em produtos e processos de valor industrial e

comercial, beneficiando diversas areas cruciais (Alves, 2018; Bernal, 2020).
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No contexto delineado, a bioprospeccéo alinha-se de maneira intrinseca
com a biotecnologia, abrangendo a exploragao da biodiversidade em busca de
novos recursos de relevancia social e econdmica. A diversidade dos
microrganismos existentes assume a configuragdo de um reservatorio de
recursos, propiciando a identificacdo de espécies dotadas de caracteristicas
singulares e potencialidades distintas. Essa pratica tem contribuido de maneira
significativa para o progresso do conhecimento em diversas problematicas

biolégicas contemporaneas (Alves, 2018; Bernal, 2020).

Os microrganismos desempenham uma fungao primordial na ciclagemde
elementos no ecossistema terrestre, exercendo influéncia tanto em substratos
organicos quanto minerais. Suas atividades metabdlicas sdo cruciais para os
processos biogeoquimicos, notadamente nos ciclos do carbono, nitrogénio e
enxofre, desempenhando papéis significativos como produtores e
decompositores nas cadeias alimentares. A biosfera depende intrinsecamente

dessas atividades microbianas, embora muitas de suas fungbes ainda nao
tenham sido completamente compreendidas (Alves, 2018).

A compreensao dessa diversidade microbiana € de suma importancia,
uma vez que OsS microrganismos representam aproximadamente 60% da
biomassa total do planeta. A notavel riqueza observada entre os procariotos, os
organismos mais antigos e abundantes, € o resultado de bilhdes de anos de

evolugao, resultando em caracteristicas fisioldgicas heterogéneas e uma ampla
gama de possibilidades (Alves, 2018; Bernal, 2020).

A bioprospeccao, portanto, visa a prospec¢do de compostos bioativos
provenientes de fontes bioldgicas, apresentando potencial econémico aplicavel
a diversos setores industriais, tais como farmacéutica, agricultura, aquicultura,
biorremediacao, bioenergia e nanotecnologia. Diferentes ambientes, como solos
de florestas, ambientes marinhos, sedimentos na Antartida e solos vulcanicos,

tém revelado microrganismos produtores de metabdlitos de interesse
biotecnoldgico (Alves, 2018; Bernal, 2020).

Com a instauragao da Convencéao sobre a Diversidade Biolégica (CDB)
em 1993, os recursos biolégicos passaram a ser considerados patriménio dos

paises signatarios, incluindo o Brasil. Neste contexto, o Brasil, reconhecido por
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sua extraordinaria biodiversidade, detém um vasto potencial a ser explorado,
com a bioprospecgao ganhando crescente destaque. No entanto, os recursos

naturais brasileiros ainda carecem de uma exploragdo mais abrangente (Alves,
2018).

Dentre os compostos bioativos identificados por meio da bioprospecgao,
as enzimas destacam-se, devido a sua significativa importancia e versatilidade
de aplicagao em diversos setores industriais. O papel fundamental das enzimas
em processos biotecnolégicos possibilita a producdo de uma variedade de
produtos contribuindo para o bem-estar da sociedade (Alves, 2018; Procépio e
Barreto, 2021).

Em resumo, a bioprospec¢ao de microrganismos emerge como uma area
essencial no ambito da biotecnologia, voltada para a exploragdo da
biodiversidade com o proposito de identificar recursos de elevado valor. Os
microrganismos, enquanto agentes preponderantes na ciclagem de elementos
na Terra, ostentam um vasto potencial metabdlico, e a exploragao criteriosa
desses organismos pode conduzirao desenvolvimento de produtos e processos
inovadores, com impactos positivos significativos na vida, saude e bem-estar da
humanidade. O Brasil, dotado de uma biodiversidade exuberante, apresenta
perspectivas promissoras nesse dominio, e a pesquisa e desenvolvimento de
enzimas representam uma das aplicagdes mais destacadas dessa abordagem
biotecnoldgica (Alves 2018; Bernal 2020).

2.2. Cerrado brasileiro

O Cerrado, reconhecido como as savanas brasileiras, representa o
segundo maior bioma do Brasil, abarcando uma extensdo aproximada de 2
milhdées de km?, ficando apenas atras da Amazébnia. Este bioma, que ocupa um
quarto do territério brasileiro, alberga uma das mais expressivas biodiversidades
do planeta (Procopio e Barreto, 2021; Santos, 2019; Vale et al., 2004).

A vegetacao do Cerrado se caracteriza por uma variedade de formacoes,
que vao desde campos até formacdes florestais, exibindo diferentes niveis de
espécies caducifélias. As formacdes mais notaveis englobam os "campos
limpos" e "campos sujos", prados com arbustos de pequeno porte e arvores

dispersas, o "Cerrado stricto sensu", uma savana tipica, e o "cerradao" ou
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"Cerrado denso", uma floresta decidua. Adicionalmente, matas de galeria séo
encontradas esporadicamente ao longo de cdrregos, abrangendo cerca de 5%

da area total do bioma (De Donato et al., 2019; Procépio e Barreto, 2021; Santos,
2019).

Os solos do Cerrado geralmente sao caracterizados como 4acidos e
carentes em nutrientes, apresentando elevados teores de aluminio e baixas
quantidades de cations trocaveis, como calcio, magnésio e potassio. A marcante
sazonalidade das chuvas, caracterizada por um periodo chuvoso seguido por
uma estagao seca prolongada, contribui para o intenso intemperismo do solo,
tornando a disponibilidade de nutrientes, como carbono, nitrogénio e fosforo, a
principal limitagao para o crescimento vegetal (De Donato et al., 2019; Procépio
e Barreto, 2021; Santos, 2019).

As plantas do Cerrado desenvolveram mecanismos eficazes para
minimizar a perda de nutrientes, resultando na producado de serapilheira com
elevadas relagdes C:N e C:P, e baixas taxas de decomposigdo (Procépio e
Barreto, 2021).

O Cerrado é composto por trés tipos essenciais de vegetagdes: florestais,
campestres e savanas, sendo estas ultimas as mais prevalentes. A vegetacéo
desse bioma detém consideravel interesse econdmico, especialmente no setor

agricola, onde vastas areas de terra apresentam potencial para cultivo de graos
(Procépio e Barreto, 2021; Santos, 2019).

Contudo, a expansao das atividades humanas, incluindo a conversao de
areas naturais para monoculturas e pastagens, tem representado uma ameacga
a preservacgao desse bioma significativo. A substituicdo da vegetagao nativa por
extensas plantagdes de graos tem ocasionado altera¢gées ambientais marcantes
e impactado a ocorréncia e o comportamento das comunidades microbianas

originais (Procopio e Barreto, 2021; Santos, 2019).

Dada sua elevada biodiversidade, riqueza biologica e alto grau de
endemismo, o Cerrado é reconhecido como uma area prioritaria para a
conservagao da biodiversidade. A manutencdo desse bioma é essencial para

assegurar a preservagao de seus ecossistemas singulares, contribuindo para a
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sustentabilidade ambiental e o bem-estar da sociedade (Procépio e Barreto,
2021; Santos, 2019).

A biodiversidade dos microrganismos no solo do Cerrado brasileiro
desempenha papel crucial nas principais fungdes ambientais desse
ecossistema. Os microrganismos exercem fungdes essenciais nos ciclos
biogeoquimicos, na fertilidade do solo, na saude das plantas e na remediacéo
da poluicado antropogénica. Representando um tergo da biomassa da Terra, sua
relevancia na manutencgéo da vida no planeta é incontestavel (Inkotte etal., 2019;
Procépio e Barreto, 2021; Santos, 2019).

Esses microrganismos demonstram notavel plasticidade genética e
fisiologica, permitindo-lhes adaptar-se as diversas condi¢des ambientais do
Cerrado. No entanto, apesar de sua resiliéncia inata, o microbioma do solo é
influenciado por varios fatores fisico-quimicos, como pH, textura, matéria
organica e disponibilidade de nutrientes, além de condigdes ambientais, como
sazonalidade das chuvas, tipo de vegetagcdo e temperatura. Esses fatores

moldam as comunidades microbianas presentes no solo, impactando suas
fungdes e atividades (Procopio e Barreto, 2021; Santos, 2019).

Nos ultimos anos, uma série de estudos tem revelado a diversidade
microbiana presente no Cerrado, especialmente por meio de técnicas
metagendmicas e sequenciamento genético. A analise dos grupos taxonémicos
tem proporcionado insights sobre a participagdo desses microrganismos nos
ciclos de carbono, nitrogénio e fésforo, assim como sua resiliéncia diante das

alteragdes decorrentes do uso do solo e da perda de cobertura vegetal (Procopio
e Barreto, 2021; Santos, 2019; Vale et al., 2004).

A presenca de Acidobacteria, Actinobacteria, Proteobacteria e
Verrucomicrobia tem sido amplamente identificada nos solos de savanas do
Cerrado. Notavelmente, membros dos géneros Bradyrhizobium, Azospirillum e
Rhizobium tém sido associados tanto a ambientes nativos quanto a areas
impactadas pelo uso da terra. Esses microrganismos desempenham papéis
fundamentais na fixagao de nitrogénio no solo e na promog¢éo do crescimento

das plantas (Napolitano et al., 2016; Procépio e Barreto, 2021; Santos, 2019).

16



Essa rica diversidade microbiana do solo do Cerrado esta intimamente
relacionada a variedade de espécies vegetais presentes nesse bioma. Os
microrganismos contribuem para a liberagdo gradativa de matéria organica e
nutrientes, fundamentais para a saude e desenvolvimento das plantas. Em
contrapartida, a cobertura vegetal e as caracteristicas do solo influenciam a
atividade e a ocorréncia desses microrganismos (Procopio e Barreto, 2021;
Santos, 2019).

A imensa riqueza de microrganismos do solo do Cerrado oferece uma
oportunidade promissora para a bioprospeccdo. Essa pratica envolve o
isolamento e armazenamento de microrganismos de interesse através de
métodos de cultivo especificos. A bioprospeccao dessas amostras do solo do
Cerrado pode levar a descobertas valiosas para a ciéncia, contribuindo para o
aprofundamento do conhecimento sobre suas relagcdes com o ambiente, fauna e
flora. Além disso, a bioprospecgao tem grande potencial biotecnoldgico,

permitindo a obtencao de bens e produtos com aplica¢des industriais e médicas
(Napolitano et al., 2016; Procépio e Barreto, 2021; Santos, 2019).

Em suma, a biodiversidade microbiana do solo do Cerrado brasileiro
desempenha um papel vital na sustentabilidade ecologica desse importante
bioma. Suas caracteristicas uUnicas e potencial biotecnolégico tornam esses
microrganismos alvos essenciais de estudos cientificos e aplicacdes praticas,
visando a conservagcdo e aproveitamento sustentavel desse ecossistema

exuberante (Procopio e Barreto, 2021; Santos, 2019).

2.3. Enzimas de interesse comercial

A busca por praticas industriais sustentaveis € uma tendéncia em
ascensao em escala global. O avango na area da enzimologia tem destacado,
nos ultimos anos, o papel das enzimas como catalisadoras de reacdes
bioquimicas especificas. Enzimas, macromoléculas bioldgicas presentes em
animais, plantas e microrganismos, desempenham um papel crucial na
orquestracdo e aceleragdo de reagbes metabdlicas essenciais (Campos e
Oliveira, 2020; Espinola, 2020).

A propriedade mais distintiva das enzimas é sua capacidade de catalisar

reagdes quimicas. Elas agem diminuindo a energia de ativagdo necessaria para

17



que uma reacao ocorra, acelerando assim a conversao do substrato em produto.
A acgao catalitica das enzimas ¢é indispensavel, pois muitas reac¢des vitais para o
metabolismo celular seriam tdo lentas a ponto de comprometer a sobrevivéncia
dos organismos vivos. E importante observar que, embora nem todas as reacdes
dependam das enzimas para ocorrer, a presenca delas é crucial para a eficiéncia
dos processos bioquimicos (Alves, 2018; Bernal, 2020; Campos e Oliveira,
2020).

As enzimas sédo predominantemente de natureza proteica. O sitio ativo da
enzima é a regiao que contém o residuo catalitico, responsavel por se ligar ao
substrato e facilitar a reagdo quimica. Essa regiao € influenciada pela estrutura
tridimensional dos aminoacidos que compdem a cadeia e pela conformagao do
substrato. Essa especificidade estrutural € o que confere a cada enzima alta
seletividade para um unico tipo de substrato (Alves, 2018; Bernal, 2020; Campos
e Oliveira, 2020).

A adaptacdo dos organismos a mudangas ambientais desempenha um
papel crucial na diversidade enzimatica. Variagdes nas condi¢gdes quimicas do
ambiente conduzem a inovacéo, troca ou transferéncia de fungdes enzimaticas,
ampliando assim a diversidade de reagbes que podem ser catalisadas pelos

organismos (Alves, 2018).

Desde os primérdios da histéria humana, as enzimas desempenharam um
papel crucial em diversos processos de manufatura de alimentos e na industria
téxtil. A tecnologia de fermentacéo, desenvolvida progressivamente, possibilitou
a caracterizacao e producado em larga escala dessas enzimas, provenientes de
microrganismos criteriosamente selecionados (Alves, 2018; Campos e Oliveira,
2020).

No ambito biotecnoldgico, os catalisadores biolégicos tém conquistado
espaco em relacdo aos catalisadores quimicos nas reacdes de conversao
quimica. Esses catalisadores reduzem a energia de ativacdo necessaria para as
reagdes e aumentam sua velocidade. Ademais, apresentam diversas vantagens,
tais como a operacdo em condigdes mais suaves, a compatibilidade com

substratos sintéticos, a capacidade de catalisar tanto reacdes de sintese quanto
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de degradacéo, além de exibirem alta seletividade para certos tipos de reagdes
e substratos (Alves, 2018; Bernal, 2020; Campos e Oliveira, 2020).

No cenario industrial, as enzimas produzidas por bactérias
termotolerantes e termofilias ganham relevancia na prospecg¢ao biotecnologica.
Essas enzimas apresentam adaptagées em sua conformagao e composigcao que
conferem maior resisténcia a temperaturas elevadas, evitando a desnaturagao
em tais condig¢des e, por conseguinte, mantendo sua atividade catalitica. Essa
caracteristica € particularmente vantajosa, considerando que muitos processos
industriais e biotecnologicos ocorrem em condigbes de temperaturas ou pH
extremos. A utilizagcdo de enzimas naturalmente adaptadas a essas condicdes
torna os processos mais econdmicos e eficientes (Alves, 2018; Campos e
Oliveira, 2020; Espinola, 2020).

A aplicagdo dessas enzimas assegura eficiéncia comparavel aos
processos naturais, além de reduzir ou eliminar os riscos ambientais associados
a dejetos ou efluentes gerados na produgao industrial. Adicionalmente, elas
desempenham fung¢des cruciais, como a biodegradagao de compostos toxicos,
o tratamento de efluentes e a biorremediagdo ambiental (Alves, 2018; Campos
e Oliveira, 2020; Espinola, 2020).

Neste contexto, a acessibilidade da produgdo em larga escala, a
habilidade de exocitose, o custo reduzido em curto prazo, a resisténcia em
ambientes adversos e a capacidade de expressdo e sintese de enzimas
recombinantes em organismos hospedeiros conferem um elevado apelo a essas

enzimas para uma gama diversificada de usos industriais (Alves, 2018; Bernal,
2020).

O continuo avango na pesquisa e desenvolvimento de enzimas promete
transformar ainda mais a industria, impulsionando a busca por solugbes mais
sustentaveis, eficientes e seguras. A utilizagdo de enzimas como catalisadores
bioldgicos representa um caminho promissor para promover a sustentabilidade
nos processos industriais, garantindo um futuro mais equilibrado entre a
atividade humana e a preservagdo do meio ambiente. A adogao crescente
dessas proteinas na industria constitui um passo significativo rumo a um futuro

mais responsavel e harmonioso com a natureza (Alves, 2018; Bernal, 2020).
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O Brasil, com sua vasta diversidade biologica e variados ecossistemas,
possui um enorme potencial biotecnoldgico para explorar o mercado enzimatico.
O cenario mundial € extremamente favoravel para lucrar neste mercado, como
evidenciado por Papadaki et al. (2020), que indicou um valor expressivo de US$
7,1 bilhdes em 2017 para o mercado global de enzimas, com previsdes
sugerindo que o mercado atingira US$ 10,5 bilhes até 2024.

A Europa desempenhou um papel significativo, representando
aproximadamente um tergo da produgéo global de enzimas em 2017, com cerca
de 70% dessa participagao de mercado proveniente de microrganismos. Zhang,
Rui, and Simpson (2021) também destacaram o potencial de crescimento do
setor, com a industria mundial de enzimas alimentares avaliadaem cerca de US$
2,4 bilhdes em 2019, com perspectivas indicando uma estimativa em torno de
3,2 bilhdes até 2025.

No entanto, apesar deste cenario promissor, o Brasil ainda ndo esta
explorando plenamente seu potencial. Em conformidade com o site Observatory
of Economic Complexity (2023), em 2021, o pais ocupou a sexta posi¢cao entre
0s paises que mais importaram enzimas, resultando em um gasto de US$ 227
milhdes, enquanto exportou apenas US$ 52,2 milhdes em enzimas no mesmo

ano, gerando um déficit comercial de $174,8 milhdes no mercado enzimatico.

Dentro desse amplo espectro de enzimas, destacam-se as proteases,
amilases e xilanases devido as suas propriedades distintas. As proteases, por
exemplo, sdo responsaveis por quebrar ligagbes peptidicas, encontrando
aplicagbesrelevantes nas industrias alimenticia e de detergentes. Ja as amilases
tém a capacidade de hidrolisar amido, sendo utilizadas em diversos setores
como alimentos, bebidas, biocombustiveis e na industria téxtil. Por sua vez, as
xilanases atuam na quebra de xilanas, desempenhando um papel essencial na
industria de papel e celulose, além de serem aplicadas na produgao de ragao
animal (Alves, 2018; Bernal, 2020; Campos e Oliveira, 2020; Espinola, 2020).

A aplicagao dessas enzimas na industria contribui significativamente para
a adogao de praticas mais sustentaveis. Seu emprego em processos industriais
ecoldgicos propicia a redu¢ado de impactos ambientais adversos, uma vez que

catalisam reacdes com elevada especificidade e eficiéncia, permitindo a

20



fabricacdo de alimentos, produtos téxteis e papéis com menor producao de
residuos e efluentes poluentes. Além disso, essas enzimas possuem o potencial

de contribuir para a biodegradagdo de compostos toxicos, o tratamento de
efluentes e a biorremediagao ambiental (Alves, 2018; Campos e Oliveira, 2020).

24. Proteases

As proteases, eminentes pela sua especializagdo, desempenham um
papel central na hidrélise de ligagbes peptidicas em substratos proteicos,
culminando na fragmentagdo de proteinas em aminoacidos e peptideos
menores. Essas enzimas estdo amplamente disseminadas na natureza,
exercendo fungbes cruciais em diversos processos bioldgicos. Podem ser
categorizadas em dois grupos predominantes: as endopeptidases, que atuam
internamente nas ligagbes peptidicas, subdividindo-se em quatro grupos
principais com base no mecanismo de agao - serina protease, cisteina protease,
aspartica protease e metaloprotease. Cada grupo possui um residuo de
aminoacido especifico na regido ativa do sitio catalitico, interagindo com o
substrato proteico durante a reacdo de hidrélise (Alves, 2018; Bernal, 2020;
Campos e Oliveira, 2020; Espinola, 2020).

Por sua vez, as exopeptidases, que atuam nas extremidades da cadeia
polipeptidica, subdividem-se em aminopeptidase e carboxipeptidase,
dependendo do sitio de acdo na cadeia peptidica. A especificidade dessas
exopeptidases € determinada pela presenca de diferentes grupos funcionais nos
residuos de aminoacidos nas extremidades das proteinas (Alves, 2018; Bernal,
2020).

A producéo de proteases € observada em diversos organismos, incluindo
animais, plantas e microrganismos, sendo estes ultimos destacados na industria
devido a sua facilidade de manipulacgao, altas taxas de producao e liberacao para
0 meio extracelular. Entre os microrganismos produtores de proteases, as
bactérias desempenham um papel proeminente. Géneros bacterianos como
Bacillus, Alcaligenes, Pseudomonas, Aeromonas, Halomonas, Arthrobacter e
Serratia apresentam relevancia na producao industrial dessas enzimas, cada um
produzindo proteases com caracteristicas especificas para atuarem em

condigbes fisico-quimicas particulares, como tolerancia a solventes organicos,
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atuagdo em meio basico ou em ambientes salinos, como no caso das proteases
halofilicas (Alves, 2018; Bernal, 2020; Campos e Oliveira, 2020).

As aplicagdes biotecnoldgicas das proteases sao vastas e diversificadas.
Na industria de detergentes, as proteases microbianas tém destaque, sendo
incorporadas como aditivos para aumentar a eficacia na remog¢ao de manchas
de proteinas presentes em roupas. Essas enzimas possuem a capacidade de
quebrar manchas resistentes de alimentos, suor e outras fontes proteicas,
tornando os detergentes mais eficientes em lavagens a baixas temperaturas
(Alves, 2018; Campos e Oliveira, 2020; Espinola, 2020).

Outra aplicagao industrial relevante ocorre na produgédo de queijos e na
fabricagédo de péaes, onde as proteases sdo empregadas na coagulagao do leite
para a producdo de queijo e na melhoria da textura e maciez das massas de
paes. Adicionalmente, essas enzimas desempenham papel crucial na fabricagao

de cerveja, contribuindo para a clarificacdo de cereais durante o processo de
fermentacéo (Alves, 2018).

Na esfera da biotecnologia, as proteases desempenham um papel
significativo na formulagdo de biofarmacos, destinados a facilitar o
processamento e a maturacdo de proteinas terapéuticas. Sua atividade
especifica é crucial para assegurar o correto processamento das proteinas,

resultando na conformagéo funcional desejada (Santos, 2009).

A industria téxtil, por sua vez, se beneficia amplamente das proteases,
especialmente no processo de curtimento de couro animal. Estas enzimas sao
empregadas para remover material colagenoso residual das peles, aprimorando
a maciez e a qualidade do couro produzido. Além disso, as proteases tém sido
utilizadas no bioprocessamento de filmes de raio-X, possibilitando a recuperacao
do metal Prata. No tratamento de efluentes industriais, essas enzimas

desempenham um papel crucial na degradagdo de residuos organicos
complexos (Alves, 2018; Espinola, 2020; Santos, 2009).

A crescente demanda por proteases na industria tem impulsionado a
busca por enzimas mais especificas, capazes de atuar em determinados
substratos sem interferir em outros, e com caracteristicas bem definidas para as

aplicagdes desejadas. Dentro desse contexto, as proteases bacterianas tém se
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destacado em relagéo as proteases de outras origens, como leveduras, fungos,
plantas e animais. Sua facilidade de producdo em larga escala,

termoestabilidade e ampla faixa de pH de atuacdo conferem vantagens
significativas (Alves, 2018; Bernal, 2020).

No que concerne a produgcao de proteases bacterianas, essas enzimas
podem ser intracelulares, desempenhando fungdes em processos metabdlicos
como diferenciagdo celular, esporulagdo e maturagdo enzimatica, ou
extracelulares, catalisando a hidrolise de proteinas presentes no meio e sendo,
posteriormente, absorvidas e utilizadas pelas préoprias células bacterianas
(Alves, 2018; Bernal, 2020).

Em resumo, as proteases constituem uma classe versatil de enzimas com
uma ampla gama de aplicagbes nas esferas industrial e biotecnoldgica. A
producao destas a partir de bactérias tem se mostrado particularmente relevante,
dada a facilidade de obtengao, termoestabilidade e adaptabilidade a diversas
condigdes fisico-quimicas. O continuo progresso na pesquisa biotecnoldgica
sugere que novas proteases, com propriedades especificas e aplicaveis em
diversos setores industriais, continuardo a ser descobertas e desenvolvidas
(Alves, 2018; Bernal, 2020).

2.5. Amilases

As amilases desempenham um papel crucial na hidrélise das liga¢des a-
1,4 e a-1,6 presentes no amido, glicogénio e sacarideos derivados. Podem ser
derivadas de fontes vegetais, animais ou microbianas, sendo as amilases
microbianas especialmente destacadas na industria devido a sua facil
manipulagcdo em laboratério, alta capacidade de produgdo em larga escala e
maior estabilidade. Com aplicacbes multifacetadas, essas enzimas
desempenham uma fungcao fundamental na fabricacdo de produtos derivados de
fermentacao, na producao de detergentes e insumos téxteis (Campos e Oliveira,
2020).

Do ponto de vista bioquimico, o amido é um polissacarideo composto por
dois polimeros principais: amilose e amilopectina. A amilose, um polimero linear,
€ composta por mais de 6000 unidades de glicose, unidas por ligagdes a-1,4-

glicosidicas. Por outro lado, a amilopectina consiste em cadeias lineares de 10-
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60 unidades de glicose, conectadas por ligagdes a-1,4, e cadeias ramificadas de

15-20 unidades de glicose, unidas por liga¢des a-1,6 (Alves, 2018).

As amilases podem ser categorizadas em quatro grupos distintos com
base em seu mecanismo de agdo. O primeiro grupo inclui as endo-hidrolases,
como a a-amilase, que realiza a hidrélise das ligagdes a-1,4-glicosidicas internas
do amido, resultando na formagdo de glicose e maltose. O segundo grupo
abrange as exo-hidrolases, que atuam nas extremidades nao-redutoras da
cadeia polissacaridica. Esse grupo engloba enzimas como a B-amilase, o-
glicosidase e amiloglicosidase/glicoamilase, cada uma gerando produtos

distintos durante a hidrélise do amido (Alves, 2018; Espinola, 2020).

O terceiro grupo de amilases € composto pelas desramificases, que
incluem as isoamilases e pululanases, responsaveis pela remocgdo das
ramificagbes do amido ao quebrar as ligagdes a-1,6 glicosidicas. Porfim, o ultimo
grupo corresponde as transferases, que clivam ligagdes a-1,4 glicosidicas e
transferem parte dessa molécula para um aceptor, originando uma nova ligagao

glicosidica, como ocorre no caso das ciclo dextrinas (Alves, 2018).

A produgao de amilases por microrganismos exibe consideravel variagao
entre diferentes espécies, linhagens e condigdes de cultivo. Fatores como pH,
temperatura, fonte de carbono e nitrogénio exercem influéncia sobre o processo
fermentativo de produgdo de amilases. Bactérias pertencentes ao género
Bacillus, como B. subtilis, B. licheniformis, B. stearothermophilus e B.
amyloliquefaciens, tém sido objeto de extenso estudo e utilizagdo devido a sua

capacidade de produzir amilases termoestaveis na industria (Alves, 2018).

Além de sua habilidade em operar em temperaturas elevadas, essas
enzimas também demonstram eficacia na presengca de sais, conferindo
vantagens para diversas aplicagbes industriais. As amilases halofilicas,
provenientes de bactérias isoladas de ambientes marinhos, como Marinobacter
sp. e Rhodothermus marinus, tém sido alvo de investigacbes para aplicagdes

especificas (Alves, 2018).

As amilases desempenham um papel essencial em diversos setores
industriais. Em particular, sua contribui¢cao € crucial na produgcado de glicose e

frutose por meio da conversdo do amido. A industria de papel também se
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beneficia da atuacio dessas enzimas, especialmente na modificagao e produgao
de amido de baixo peso molecular e baixa viscosidade (Alves, 2018; Espinola,
2020).

Adicionalmente, as amilases tém uma presenca marcante na industria de
alimentos processados, onde sdo incorporadas durante o processo de cozimento
para a producao de bolos, suco de fruta e xarope de amido. Na industria téxtil,

essas enzimas desempenham um papel crucial na remogao do amido, facilitando
os processos de tingimento e acabamento téxtil (Alves, 2018; Espinola, 2020).

Outra aplicagao significativadas amilases € na produgao de etanol a partir
do amido, que se destaca como um substrato excelente devido ao baixo custo e
facil disponibilidade. Com o continuo avango da biotecnologia e a descoberta de
novas fontes de amilases, espera-se que a utilizagdo dessas enzimas nas
industrias continue a crescer para atender a crescente demanda nos setores

manufatureiros (Alves, 2018; Espinola, 2020).

26. Xilanases

A xilana é o segundo polissacarideo mais prevalente na natureza,
encontrando-se em madeiras duras e plantas anuais. Representando cerca de
um terco das fontes organicas renovaveis de carbono no planeta, sua
abundancia € equiparavel a celulose. A estrutura da xilana é notavelmente
variavel entre as plantas, consistindo em cadeias homopoliméricas compostas
por subunidades de pB-(1,4)-D-xilose, frequentemente ornamentadas com
cadeias laterais de a-L-arabinosil e a-D-glucuronosil (Alokika and Singh, 2019;
Chakdar et al., 2016).

Com base na composicao e nas diferentes ligagcdes presentes, as xilanas
podem ser agrupadas em quatro familias principais:

a) Arabinoxilanos (AX): Apresentam cadeias laterais compostas por
subunidades de a-L-arabinofuranosil;

b) Glucuronoxilanos (GX): Contém acido a-D-glucurbnico e seu
derivado éter metilico na posicéao 4;

c) Glucuroarabinoxilanos (GAX): Compostos por unidades de a-L-

arabinose e acido a-D-glucurénico;
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d) Galactoglucuronarabinoxilanos (GGAX): Exibem residuos de (-D-
galactopiranose = em  cadeias laterais complexas de

oligossacarideos.

Devido a heterogeneidade e complexidade da xilana, a hidrélise completa

desse polissacarideo requer uma variedade de enzimas que atuam de maneira
cooperativa, sendo denominadas xilanases (Chakdar et al., 2016).

As xilanases desempenham um papel crucial na degradagao da xilana.
Essas enzimas apresentam ampla distribuicdo na natureza e tém sido
extensivamente estudadas em diversos campos devido a sua importancia em
processos industriais, biotecnoldgicos e na degradagao da biomassa (Chakdar

et al., 2016; Kumar, Yaashikaa, and Saravanan, 2018).

Essas proteinas possuem uma ampla gama de aplicagdes industriais e
biotecnolégicas e estdo amplamente distribuidas pela natureza.
Desempenhando um papel crucial na industria, tendo sua exploragado comercial
bem documentada em setores como alimenticio, de ragao, papel e celulose.
Sendo amplamente utilizadas para degradar residuos de plantas
lignocelulésicas, como palha, a fim de produzir bioetanol e outros
biocombustiveis de forma mais eficiente. Além disso, a aplicacédo de xilanases
também se estende a recuperagao de agucares a partir de residuos agricolas,

tornando a produgao de biocombustiveis mais sustentavel e econémica (Kumar
et al. 2018).

Sua combinagido com outras enzimas como glucanase, amilase, celulose
e pectinase abrem caminho para diversas aplicagcdes na producao de alimentos
de padaria, biscoitos e bolachas. O entusiasmo emrelagao a xilanase é evidente,
seja como suplemento na alimentagdo animal, na fabricagdo de alimentos e
bebidas, na produ¢cdo de materiais, no branqueamento de celulose ou na

producao de xilitol (Burlacu, Israel-Roming, and Cornea 2016; Kumar et al. 2018).

Ao utilizar xilanases, € possivel aprimorar significativamente a economia
geral do processamento de materiais lignoceluldsicos, gerando combustiveis
liguidos e produtos quimicos de forma mais sustentavel e ecologicamente

responsavel. Isso mostra que a aplicagao dessas enzimas € fundamental para
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impulsionar a industria rumo a um futuro mais verde e eficiente (Burlacu et al.
2016; Kumar et al. 2018).

Diversos organismos, como fungos, bactérias, leveduras, algas marinhas,
protozoarios, caramujos, crustaceos, insetos e sementes, foram identificados
como produtores de xilanases. Na esfera industrial, os fungos filamentosos se
destacam, devido a sua eficiente producéo e secregdo de grandes quantidades
dessa enzima no meio de cultivo, superando leveduras e bactérias nesse
aspecto. No entanto, recentemente, surgiu uma crescente demanda por novas
enzimas provenientes de bactérias, visando ampliar as opg¢des e aplicagdes

industriais dessa relevante classe de enzimas (Alves 2018; Chakdaret al., 2016).

Bactérias, como Bacillus sp., Pseudomonas sp. e Streptomyces sp., ttm
se destacado como fontes promissoras de xilanases devido as suas
caracteristicas vantajosas. Essas enzimas bacterianas demonstram eficiéncia
em uma ampla faixa de pH (5 a 9) e alcangam sua temperatura 6tima entre 35°C
e 60°C. Pesquisas com Bacillus spp. revelaram maior atividade em pH alcalino
e altas temperaturas, tornando-as atrativas para aplicagdes industriais devido a
alcaloestabilidade e termoestabilidade (Alves 2018; Burlacu etal., 2016; Chakdar
et al., 2016).

Enquanto as xilanases fungicas preferem meios acidos, as bacterianas
apresentam um pH étimo neutro ou alcalino, eliminando a necessidade de etapas
adicionais durante o processo de downstream. Além disso, as bactérias tém a
capacidade de produzir exclusivamente xilanases, ao contrario dos fungos que
produzem simultaneamente xilanases e celulases, o que acarreta em custos
adicionaisde purificagao (Alves 2018; Burlacu et al., 2016; Chakdar et al., 2016).

3. Objetivo geral
O presente estudo teve como objetivo a bioprospeccéo de bactérias na
amostra de solo do Cerrado provenientes de Alto Gargas-MT, a fim de avaliar o

potencial biotecnoldgico das bactérias isoladas neste ambiente.

3.1.  Objetivos especificos
e Isolar bactérias potencialmente produtoras de proteases;

e Isolar bactérias potencialmente produtoras de amilases;
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e Isolar bactérias potencialmente produtoras de xilanases;

e Realizar analise morfotintorial dos isolados.

4. Material e métodos

4.1. Resumo grafico

Pesagem da amostra e diluicdo seriada. Meios de cultura utilizados.
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4.2. Amostragem do solo

As amostras de solo foram coletadas em 22/01/2022 em Alto Gargas (MT)
que apresenta coordenadas (16°52°23.1”S, 53°24°09.7"W; 16°52'20.8”S,
53°24’14.8"W; 16°51°57.3S, 53°24700.2”"W; 16°52’01.7”S, 53°24°00.9”W).

4.3. Isolamento de bactérias com potencial enzimatico

A partir dessas amostras, pesou-se 3,33 g de cada amostra e realizou-se
a diluicaode 10 g em 90 ml de solugao salina 0,9%. Subsequentemente, foram
realizadas diluicdes seriadas da amostra de solo, inoculando 100 uL das
diluigdes 104 e 10° pelo método de espalhamento em superficie em placas de
Petri contendo meio minimo de sais contendo 2 g de xilana por litro de meio
como fonte de carbono. Para evitar o crescimento de fungos, 3 ml de solugao

fluconazol 0,01 g.ml-' foram adicionados a cada litro de meio seletivo.

O meio minimo de sais, para 11, € composto de 0,5 g de extrato de
levedura, 0,25 g de nitrato de aménio (NH4NO3), 1,0 g de KH2PO4, 0,01 g de
FeS0s4, 15 g de agar bacterioldgico, 3 ml de fluconazol (apds a autoclavagem do
meio e com uma temperatura em volta de 50 °C) e uma fonte de carbono (skim
milk, amido soluvel ou xilana).

O procedimento foi replicado utilizando o0 mesmo meio, mas variando a

fonte de carbono para Skim milk produzido pela Acumedia Manufacturers® (20

g por litro), visando isolar bactérias produtoras de proteases, e amido soluvel (6,6

g por litro), para isolar bactérias produtoras de amilases.

As placas foram incubadas por 24 horas ou até a formagao das colbnias

em uma incubadora BOD a 30 °C, apds o crescimento, as col6nias foram
estriadas por esgotamento para obtengédo de colbénias isoladas e puras.

4.4. Avaliagdo do Potencial Enzimatico

Para avaliar o potencial enzimatico das bactérias encontradas, cada placa
de Petri foi dividida em quatro partes, e cada bactéria previamente isolada foi
cultivada em quatro repeticdes em meio minimo com adicio de xilana, skim milk
e amido. As culturas foram incubadas em BOD a 30 °C por 24 e 48 horas. Apds
cada periodo, as placas contendo amido soluvel e xilana como fontes de carbono

foram cobertas com solugéo de lugol por 10 segundos para evidenciar halos de
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degradagao em volta das colénias. No caso das placas contendo skim milk, ndo
foi necessario adicionar a solugao de lugol, pois os halos eram visiveis sem essa

etapa.

A determinacéo do potencial enzimatico baseou-se no calculo do indice
Enzimatico (IE), que representa o quociente entre o didmetro médio do halo de
degradagao e o didametro médio da colénia. De acordo com o estudo conduzido
por Ribeiro et al. (2018), cepas que apresentaram |IE = 2,0 Cm foram
consideradas boas produtoras de proteases. Para as cepas produtoras de
xilanases e amilases, conforme Alves e Paiva (2018), foram consideradas boas

produtoras aquelas que apresentaram IE =2 10 Cm e IE =2 15 Cm,
respectivamente.

Diametro halo

IE =
Diametro colonia

4.5. Classificacdo Morfotintorial das Bactérias Isoladas

A classificagdo morfotintorial das bactérias isoladas foi realizada por meio
da técnica de coloragédo de Gram, que permite distinguir entre Gram-positivas e
Gram-negativas. Inicialmente, foi realizado um esfregago com o material
biolégico, seguido pela fixagdo da |lamina pelo calor. Em seguida, aplicou-se
cristal violeta por 60 segundos, seguido por enxague com agua destilada.
Posteriormente, a lamina foi exposta a solugao de iodo (lugol) por 60 segundos,
seguido por novo enxague. Subsequentemente, a ldmina foi tratada com um
agente descolorante (etanol:acetona 1:1 v/v) por aproximadamente 15
segundos, seguido por nova lavagem com agua destilada. Depois dessa etapa,
a lamina recebeu 0,1 a 0,2% de fucsina basica (ou Safranina) por 30 segundos,
seguido por outra rodada de enxague.

Apds a completa secagem da lamina, uma gota de 6leo de imersao foi
aplicada, e a analise microscopica foi realizada usando um microscépio 6ptico
em aumento de 1000 vezes. Células com coloracdo avermelhada foram

identificadas como Gram-negativas, enquanto aquelas com tom azulado foram
classificadas como Gram-positivas.
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Quando necessario, para confirmacao da coloragao de Gram foi aplicado
o teste de KOH, aplicando-se uma amostra da colbnia isolada em uma lamina
de microscopia por meio de uma alga de platina. Duas gotas de solugédo de KOH
a 3% foram adicionadas, e o material foi misturado por cerca de 30 segundos
através de movimentos circulares. Durante a agitacdo, observou-se os
movimentos de elevagao da amostra com a alga para determinar a presenga de
viscosidade. No caso de uma bactéria Gram-negativa, o KOH quebraria a parede
celular, expondo o DNA e resultando em viscosidade visivel. Se a classificagcao
da bactéria como Gram-negativa estiver incorreta, a viscosidade nao seria

observada, indicando uma classificagdo correta como bactéria Gram-positiva,
cuja parede celular ndo ¢ afetada pela solu¢gdo de KOH a 3%.

Para o teste de catalase utilizou-se uma alga de platina, foi coletada uma
quantidade substancial da bactéria alvo, seguida pela criagdo de um esfregaco
em uma lamina. Uma gota de perdxido de hidrogénio a 3% foi entdo aplicada
sobre as bactérias na lamina. O surgimento imediato de bolhas indicando
efervescéncia foi considerado como um resultado positivo, demonstrando a
conversao do H202 em agua e oxigénio gasoso. Por outro lado, a auséncia de
atividade, como a formacéo de bolhas ou efervescéncia, foi interpretada como

um resultado negativo. Vale destacar que este teste foi conduzido

exclusivamente nas bactérias previamente identificadas como Gram-positivas.

Ja o ensaio de oxidase foi conduzido exclusivamente em isolados
previamente classificados como Gram-negativos. Utilizaram-se fitas NEWPROV
para determinacdo de oxidase, seguindo os protocolos recomendados pelo
fabricante. Utilizando uma alga de platina, uma pequena amostra bacteriana foi
diretamente aplicada da placa para a area designada na fita. As amostras que
exibiram uma mudancga de cor para um tom roxo quase azulado na extremidade
da fita onde o esfregaco foi realizado foram consideradas como positivas para o
teste de oxidase. As amostras que ndo manifestaram nenhuma alteragdo foram

classificadas como negativas para oxidase.

5. Resultado

5.1. Bactérias Isoladas

Foram isoladas sete bactérias do solo investigado, distribuidos entre
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quatro cepas produtoras de proteases, dois de xilanases e uma de amilase.
Todos os isolados foram categorizados como bactérias, e sua morfologia
bacteriana foi confirmada por meio da coloracdo de Gram. A caracterizagao
adicional revelou que os isolados se distribuiram entre Gram-negativos e Gram-

positivos, sendo o teste de KOH confirmatério, consolidando os resultados
relacionados a morfologia dos microrganismos.

Posteriormente, realizaram-se o teste de oxidase para os isolados Gram-
negativos e o teste de catalase para os Gram-positivos, cujos resultados estéo
apresentados de forma detalhada na Tabela 01.

Tabela 01. Identificacdo morfotintorial dos isolados do solo

Identificacéo Morfologia Gram Catalase Oxidase KOH

da cepa

Prote A Bastonete - NR - +
curto

Prote B Bastonete - NR - +
curto

Prote C Bastonetes + + NR -

Prote E Bastonetes + + NR -

Xila A Bastonetes + + NR -

Xila B Bastonetes + + NR -

Ami Bastonetes + + NR -

(+): positivo; (-): negativo; NR: ndo realizado

5.2. Determinagao do potencial enzimatico

A determinacdo do potencial enzimatico de cada cepa foi realizada
através do indice Enzimatico (IE), considerando valores significantes para cepas
possiveis produtoras de protease com IE = 2,0, xilanases com IE =2 1,0 Cm e

amilases com I[E =2 1,5 Cm. Os resultados dos calculos dos IE estao
apresentados na Tabela 02.
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Tabela 02. Media dos indices enzimaticos (IE) das colbnias isoladas do solo em
24 e 48 horas

Identificagdo da cepa Media lE 24 h Media IE 48 h Desviopadrdao24 h Desvio padrao48 h

Prote A 2,04 Cm 2,30Cm 0,674 Cm 0,275Cm
Prote B 1,96 Cm 2,24 Cm 0,319 Cm 0,570 Cm
Prote C 2,43 Cm 2,55Cm 0,529 Cm 0,229 Cm
Prote E 2,64 Cm 2,64 Cm 0,227 Cm 0,227 Cm
Xila A 1,94 Cm 1,84 Cm 0,323 Cm 0,095 Cm
Xila B 1,78 Cm 1,74 Cm 0,273 Cm 0,204 Cm
Ami - 1,66 Cm - 0,242 Cm

(A cepa Prote E nado apresentou diferengas nos IE de 24 e 48 horas, ja a cepa Ami apresentou
halos somente em 48h)

A partir das técnicas de isolamento e triagem, foram identificadas sete
cepas bacterianas capazes de produzir enzimas de interesse industrial, com
indices enzimaticos bons para dar sequéncia aos estudos. Destas, quatro

apresentaram potencial para a producao de proteases, duas para xilanases e
uma para amilases (figura 1).

B

Figura 1 — Afoto A, B e C mostram, respectivamente, exemplos de col6nias que

apresentaram halos de degradacéao de proteases, amilases e xilanases.
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Figura 2 — Microscopias de bastonetes Gram-positivo e bastonetes curtos Gram-

negativo respectivamente.

6. Discussao

A pesquisa revelou resultados positivos ao isolar cepas produtoras de
proteases, amilases e xilanases no solo do Cerrado. Seguindo os parametros
adotados por Ribeiro et al. (2018) as cepas Prote A, Prote C e Prote E
possivelmente sdo boas produtoras de proteases tanto em 24 quanto em 48
horas pois apresentaram |IE = 2,0, a cepa Prote B apresentou esse resultado
somente com 48 horas. A cepa Prote E ndo apresentou diferenca nos indices
enzimaticos de 24 e 48 horas pois, provavelmente apds o primeiro periodo
pararam de apresentar crescimento.

Comparando esses resultados com estudos semelhantes, como o
realizado por Campos (2020), que utilizaram amostras de compostagem para
isolar cepas produtoras de proteases, observamos uma faixa de |IE que sugere
um potencial capacidade superior nas cepas do Cerrado, uma vez que os |IE
encontrados por ele ficaram entre 1,74 Cm e 2,14 Cm e os IE desse trabalho
foram entre 1,96 Cme 2,64 Cm.

As cepas Xila A e Xila B tiveram um |IE = 1,0, sendo assim, podem ser
consideradas boas produtoras de xilanases em conformidade com Alves (2018)
que também isolaram bactérias produtoras de xilanases e amilases a partir do

solo do Cerrado de Uberaba (MG). De acordo com o mesmo trabalho, a cepa
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Ami também apresentou um IE = 1,5. Entretanto, ambas as cepas possivelmente
produtoras de xilanases tiveram um |IE maior em 24 horas, isso possivelmente

ocorreu, pois apds esse periodo as coldnias cresceram e o halo de degradacgéo
nao.

As cepas com possivel capacidade de produzir xilanases isoladas do
Cerrado de Alto Gargas apresentaram capacidade superior as isoladas do
Cerrado de Uberaba, sendo a faixa de IE entre 1,74 Cm e 1,94 Cm, ja as
encontradas por Alves (2018) sendo entre 0,74 Cm e 1,0 Cm. Paralelamente, o
presente estudo corrobora com as descobertas de Alves (2018), que também
identificaram cepas produtoras de amilases cuja atividade s6 se manifestou
plenamente apds 48 horas, indicando uma semelhanga no comportamento

dessas cepas.

A eficacia do método de triagem baseado na formacédo de halos de
degradacdo ao redor das colbnias é evidenciada pela consisténcia dos
resultados. Esses achados promissores indicam a presenga de microrganismos
nativos do Cerrado com potencial biotecnoldgico significativo. Contudo, para
uma compreensao mais completa, seria interessante considerar uma analise de
espectrometria que quantifique a produtividade de cada cepa, proporcionando

uma validagao adicional aos resultados obtidos.

Além do impacto na biodiversidade microbiana do Cerrado, os resultados
deste estudo apontam para aplicagdes praticas, especialmente na industria de
alimentos, agricultura e tratamento de residuos. O caminho para futuras
investigagdes pode se concentrar na otimizagcdo dessas enzimas para atender
demandas especificas desses setores. Novos estudos exploratérios,
considerando variaveis ambientais e condi¢gdes de cultivo, podem fornecer
insights valiosos para a aplicagado sustentavel dessas enzimas em escala

industrial.

7. Conclusao

Em resumo, os resultados deste estudo revelam a significativa
diversidade e potencial biotecnoldgico das bactérias isoladas de amostras de
solo do Cerrado, destacando-se quatro cepas com potencial para producao de

proteases, distribuidas entre Gram-negativas e Gram-positivas, e duas cepas
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potenciais produtoras de xilanase, predominantemente Gram-positivas.
Adicionalmente, uma bactéria Gram-positiva com potencial produtor de amilase
foi identificada.

As descobertas apontam para a riqueza bioldgica do solo do Cerrado
como fonte de microrganismos com potencial enzimatico, destacando a
importancia das cepas Gram-positivas em processos biotecnolégicos. O estudo
avanga na compreensao e preservagao desse ecossistema, ressaltando seu
potencial biotecnologico. No entanto, ressalta-se a necessidade de estudos

futuros que quantifiquem a capacidade de producédo enzimatica dessas cepas.
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