@ BIOTECNOLOGIA

UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
FACULDADE DE CIENCIAS BIOLOGICAS E AMBIENTAIS
BACHARELADO EM BIOTECNOLOGIA

LARISSA MARQUES NEGRETT

Potencial Biotecnologico do Isolado Priestia megaterium cepa E1

Dourados - MS
2025



LARISSA MARQUES NEGRETT

POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DO ISOLADO PRIESTIA MEGATERIUM CEPA E1.

Trabalho de Conclusio de Curso aprovado
pela Banca Examinadora como requisito
parcial para obtencao do titulo de Bacharel
em Biotecnologia, da Universidade Federal
da Grande Dourados.

Orientador: Prof?. Dr® Maricy Raquel
Lindenbah Bonfa.

Aprovado em: 26/11/25

BANCA EXAMINADORA

Doacumento assinade digitalmente

wb MARICY RAQUEL LINDENBAH BONFA
g Data: 26/11/2025 15:32:14-0300
verifigue em https://validar.iti.gov.br

Profa. Dra. MARICY RAQUEL LINDENBAH BONFA
Presidente

uocumento assinado ol gltaimente

Vb RODRIGO MATHEUS PEREIRA
g 8l Data: 27/11,/2025 11:46:41-0300

verifique em https:/fvalidar it gov br

Prof. Dr. RODRIGO MATHEUS PEREIRA
Membro

Documento assinado digizalmente

W b FABIANA GOMES DA SILVA DANTAS
g o Data: 26/11/2025 15:35:38-0300

verifique em https://fvalidar.iti.gov.br

Profa. Dra. FABIANA GOMES DA SILVA DANTAS
Membro



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagdo (CIP).

N385p Negrett, Larissa Marques
Potencial Biotecnologico do isolado Priestia megaterium cepa E1 [recurso eletronico] / Larissa
Marques Negrett. -- 2025.
Arquivo em formato pdf.

Orientadora: Maricy Raquel Lindebah Bonfa .

TCC (Graduagdo em Biotecnologia)-Universidade Federal da Grande Dourados, 205.

Disponivel no Repositorio Institucional da UFGD em:
https://portal.ufgd.edu.br/setor/biblioteca/repositorio

1. Biotecnologia Ambiental. 2. Biocatalisadores. 3. Bioconversdo. 1. Bonfa, Maricy Raquel
Lindebah. II. Titulo.

Ficha catalografica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

©Direitos reservados. Permitido a reprodugdo parcial desde que citada a fonte.




LARISSA MARQUES NEGRETT

Potencial Biotecnologico do Isolado Priestia megaterium cepa E1

Trabalho de conclusdo de curso apresentado
como parte dos requisitos para obtengdo do
titulo de Bacharel em Biotecnologia no Curso
de Biotecnologia pela Universidade Federal

da Grande Dourados.

Orientadora: Prof®. Dr®. Maricy Raquel

Lindenbah Bonfa

Dourados - MS
2025



AGRADECIMENTO

Primeiramente, agradego a Deus, pela forga, pela protecdo e pela paz que me guiou em
cada etapa dessa caminhada.

Expresso minha gratiddo mais profunda aos meus pais, Mara e Ramao, pilares da
minha vida, obrigada por cada gesto de amor, por cada palavra de incentivo e por todos os
sacrificios feitos para que eu pudesse chegar até aqui, esta conquista ¢ tdo minha quanto de
voces.

Agradego aos meus irmdos, Mariana e Caique, que sempre estiveram ao meu lado, aos
meus cunhados Luana e Iuri, pela torcida constante, € ao meu sobrinho Arthur, cuja presenga
alegra meus dias.

Aos meus amigos Sabrina, Joao Paulo, Ezequiel, Livia e Kauanny, agradeco por cada
palavra de apoio, por cada conversa e por acreditarem em mim mesmo quando eu duvidava,
vocés tornaram essa trajetoria mais leve e feliz.

A minha orientadora Prof*. Dr*. Maricy, registro a minha admiragio e sincera gratiddo
pela orientacdo atenta e paciente, foi fundamental para o crescimento deste trabalho e para
minha formagao como pesquisadora.

Agradeco ainda a Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) pelo ambiente
de ensino e pesquisa que possibilitou o desenvolvimento e ao CNPq, cujo apoio financeiro foi

indispensavel para a realizacao deste projeto.



RESUMO

A crescente producdo de plasticos derivados do petrdleo e o descarte inadequado, tém
ocasionado impactos ambientais severos. Diante desse contexto, os biopolimeros sintetizados
por bactérias, como os polihidroxialcanoatos (PHAs), surgem como uma solu¢ao promissora
para a producdo de bioprodutos, com uma variedade ampla de aplicacdes industriais. Neste
contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial de produgdo de PHA e
enzimatico da bactéria Priestia megaterium cepa E1, isolada previamente em solo agricola, no
municipio de Dourados, MS. Para isso, foram conduzidos testes qualitativos para deteccao de
PHA por meio de utilizagdo de corantes lipofilicos, como Sudan Black B e o Nile Red. A
avaliacdo do potencial enzimatico foi conduzida pela técnica de Cup Plate, utilizando meio
minimo s6lido suplementado com Skim Milk para analise da atividade proteolitica e amido
soltvel para analise da atividade amilolitica. As placas foram incubadas em estufa tipo BOD a
30°C e avaliadas apos 24, 48 e 72 horas. O indice enzimatico (IE), foi calculado com base na
razdo entre o didmetro do halo de degradagdo e o diametro da colonia, sendo os dados
analisados por meio da média, desvio padrao e andalise de variancia seguido do teste de Tukey
(p>0,05) das triplicatas. A producdo de PHA foi confirmada tanto pela coloracio azul intensa
com Sudan Black B, quanto pela fluorescéncia observada sob luz ultravioleta ap6s cultivo em
meio contendo o corante Nile Red. Em relagcdo a atividade enzimatica, a cepa apresentou
desempenho significativamente superior para a produ¢do de protease, alcancando IE médio de
2,97 em 72 horas. Para a amilase nas primeiras 24 horas ndo houve presenca de halos de
degradacdo, entretanto a partir de 48 horas o IE médio foi de 1,5 mm, indicando potencial
amilolitico. Os resultados obtidos demonstram que a Priestia megaterium cepa E1 possui
caracteristicas relevantes para microrganismos de interesse biotecnologico, seu potencial
sustentavel o torna essencial na transi¢ao para processos produtivos mais limpos, contribuindo
para reducao do impacto ambiental.

Palavras chave: Biotecnologia Ambiental; Biocatalisadores; Bioconversao.



ABSTRACT

The increasing production of petroleum-derived plastics and their improper disposal have led
to severe environmental impacts. In this context, biopolymers synthesized by bacteria, such as
polyhydroxyalkanoates (PHAs), emerge as a promising solution for the development of
bioproducts with a wide range of industrial applications. Therefore, the aim of the present
study was to evaluate the PHA production and enzymatic potential of the bacterium Priestia
megaterium strain E1, previously isolated from agricultural soil in the municipality of
Dourados, MS, Brazil. For this purpose, qualitative tests were conducted for PHA detection
using lipophilic dyes, specifically Sudan Black B and Nile Red. The evaluation of enzymatic
potential was performed using the Cup Plate technique with solid minimal medium
supplemented with Skim Milk for proteolytic activity and soluble starch for amylolytic
activity. Plates were incubated in a BOD incubator at 30 °C and analyzed after 24, 48, and 72
hours. The enzymatic index (EI) was calculated based on the ratio between the degradation
halo diameter and the colony diameter. Data were analyzed through mean, standard deviation,
and analysis of variance followed by Tukey’s test (p > 0.05) in triplicates. PHA production
was confirmed by the intense blue coloration with Sudan Black B and by fluorescence under
ultraviolet light after cultivation in a medium containing Nile Red. Regarding enzymatic
activity, the strain exhibited significantly higher performance in protease production, reaching
an average EI of 2.97 after 72 hours. For amylase, no degradation halos were observed within
the first 24 hours; however, from 48 hours onwards, the average EI was 1.5 mm, indicating
amylolytic potential. The results demonstrate that Priestia megaterium strain E1 possesses
relevant characteristics for microorganisms of biotechnological interest. Its sustainable
potential makes it an essential candidate in the transition toward cleaner production processes,
contributing to the reduction of environmental impact.

Keywords: Environmental Biotechnology; Biocatalysts; Bioconversion.
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1 INTRODUCAO

A substitui¢do de polimeros derivados de recursos fosseis ¢ de suma importancia,
principalmente devido a sua baixa biodegradabilidade. De acordo com relatério elaborado
pelo Painel Internacional de Recursos da Organizagdo das Nag¢des Unidas (ONU, 2019), até
2060 o uso global de materiais derivados do petréleo podera dobrar, atingindo cerca de 190
bilhdes de toneladas. Esse aumento significativo tende a intensificar a geragdo de residuos,
agravando a polui¢do de solos e oceanos (Isobe; Shinsuke, 2022).

Diante desse contexto, torna-se essencial a busca por alternativas sustentaveis que
contribuam para a preservacao do meio ambiente. Entre as alternativas, destaca-se a utilizacdo
de microrganismos como a bactéria Priestia megaterium, espécie com histdrico consolidado e
ampla aplicagdo. Estudos relatam sua utilizagao na sintese de polihidroxialcanoatos (PHA), na
producdo de vitamina Bl12 e de diferentes enzimas, evidenciando o potencial de
microrganismos multifuncionais para otimizar processos industriais (Biedendieck et al., 2021;
do Prado et al., 2022; Ashour; Abd-Elhalim, 2024).

Nesse sentido, os biopolimeros bacterianos, como os PHAs, sdo armazenados como
granulos intracelulares e apresentam variacdes na composi¢do de monomeros de acidos
hidroxialcanoatos. Sdo produzidos a partir da fermentacdo de matérias-primas renovaveis e
sua sintese ocorre quando a célula esta sob estresse. Isso possibilita a producdo de varios
bioprodutos, como bioplasticos utilizados na fabricagdo de diversos utensilios descartaveis,
como sacolas, copos e embalagens, contribuindo para a reducdo das emissdes de gases de
efeito estufa e oferecendo um tempo de degradacdo significativamente menor em comparacao
ao pléstico de origem fossil (Khalil et al., 2023; Habitzreuter et al., 2023; Tennakoon et al.,
2023; Martins; Gupta 2024).

Além do potencial para a produ¢do de biopolimeros, a utilizagdo de microrganismos
na producdo de enzimas também tém se destacado na industria. Essas macromoléculas,
obtidas principalmente por fermentacdo em substratos de origem renovavel, atuam como
catalisadores biologicos altamente eficientes e especificos, acelerando reagdes quimicas
essenciais. Entre as mais relevantes estdo a proteases, amilases, celulases e xilanases,
amplamente reconhecidas pela sua escalabilidade, baixo custo e suas metas alinhadas a
sustentabilidade (Niyonzima; Venna; Sunil 2020; Artin et al., 2020).

Diversos estudos apontam o género Bacillus como uma das principais fontes de
enzimas de interesse comercial. As proteases microbianas, por exemplo, catalisam a quebra de

proteinas em peptideos e aminodcidos, utilizados nas industrias de detergentes, téxtil e



alimentos. Ja as amilases, atuam na degradacdo do amido em aguicares menores e os produtos
dessa degradacao depende do tipo de amilase envolvida. Esses compostos sdo empregados na
producao de farmacos, adogantes e na fabricagdo de biocombustiveis (Far et al., 2020;
Vojnovic et al., 2024; Khan 2025)

O potencial sustentdvel de ambas as tecnologias, aliado ao avango da cultura da
economia circular e a crescente pressdo por processos de baixo impacto e reducio da pegada
de carbono, tem incentivado empresas a investirem em pesquisa € no desenvolvimento de
solu¢des inovadoras para a area. No entanto, ainda enfrentam problemas de aceitacdo no
mercado, em razdo do seu alto custo de produg¢do e do elevado tempo necessario para a sintese
em larga escala. Neste contexto, o uso de fontes de carbono como o glicerol, t€ém se mostrado
promissor, permitindo a redu¢do de custos na producdo (Alaerts et al., 2018; Koller;
Mukherjee 2022; Tobias-soria et al., 2023).

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo, avaliar o potencial
biotecnolédgico do isolado Priestia megaterium cepa E1, com énfase na avaliagdo de produgao

de PHA e atividade enzimatica.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Microrganismos com potencial biotecnolégico

A biotecnologia tem se consolidado como uma d4rea estratégica para o
desenvolvimento sustentavel, ao empregar organismos vivos ou seus derivados na
transformagdo de recursos naturais em produtos de interesse social e econdomico (Buchholz;
Collins 2013). Suas origens remontam a praticas ancestrais, como a fermentacao de alimentos
e bebidas no Egito antigo (Samuel, 1996). No entanto, foi apenas a partir da década de 1970,
com os avancos no entendimento da fisiologia e da genética microbiana, que os
microrganismos passaram a ser reconhecidos como fonte inesgotavel de compostos de alto
valor agregado. Desde entdo, esses organismos vém cada vez mais sendo empregados no
fortalecimento de setores industrial, ambiental, médico e agricola (Vitorino; Bessa 2017; Unal
2024).

Nesse sentido, a diversidade microbiana constitui uma das principais riquezas da
biotecnologia, pois apresenta notavel versatilidade metabodlica e capacidade de adaptagdo a
condi¢des adversas. Essas caracteristicas conferem aos microrganismos a capacidade de
sintetizar diversos compostos de interesse industrial, como enzimas, biopolimeros, compostos
antimicrobianos, vitaminas, dentre outros (Walters; Martiny, 2020; Rossum et al., 2020).

Entre os exemplos mais estudados, destacam-se as bactérias do género Bacillus, que
apresentam elevada capacidade de secrecao de proteinas extracelulares, o que facilita a
producdo de enzimas e outros bioativos de interesse industrial. Além disso, também se
destacam na produgdo de biopolimeros biodegradaveis, mesmo em condi¢des adversas,
tolerando uma ampla variagao de pH e temperatura (Su et al., 2020; Pan et al., 2023; Vojnovic
et al., 2024).

Além destes, outros microrganismos como Streptomyces spp. desempenham funcdes
relevantes, sendo reconhecidos como principais produtoras de antibioticos naturais (Maiti et
al., 2020). Na agricultura, a utilizacao de bactérias fungos e protozoarios tém se destacado
devido seu potencial de combater patdgenos resistentes e promover a absor¢do de nutrientes,
sendo utilizados principalmente na produgdo de biofertilizantes (Koskey et al., 2021; El-nahal
et al., 2022). Outra bactéria extensamente estudada por seu potencial biorremediador ¢ a
espécie Pseudomonas aeruginosa, que possuem a capacidade de degradar contaminantes e
assim permitir a recuperacdo de ambientes afetados por residuos de petroleo, inseticida e

metais pesados (Ahmed 2022; Liu et al., 2024; Wang et al., 2025).
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Desta forma, a bioprospec¢do de novos microrganismos provenientes de ambientes
diversos tem levado a descoberta de novas espécies capazes de interagir entre si,
potencializando sua eficiéncia e aplicacdo em sistemas integrados (Chen et al., 2024;
Rajendran; Loganathan; Popat 2025). Neste contexto, as microalgas se destacam pela sua
capacidade de estabelecer relagdes simbidticas com diferentes microrganismos, sendo muito
utilizada na industria de biocombustiveis, fertilizantes e em recuperacdo de dguas residuais
(Ray et al., 2022; Dong et al., 2023; Osorio-Reyes et al., 2023).

Paralelamente, a utilizacdo de substratos simples e de baixo custo tem refor¢cado ainda
mais o potencial desses processos, ampliando a sua viabilidade economica, além dos
beneficios ambientais. No estudo de Figueiredo e colaboradores (2014), a bactéria
Cupriavidus necator apresentou elevada producdo de PHA quando cultivada em glicerina
bruta, subproduto da industria de biodiesel. O uso desse residuo nao apenas reduz os custos de
producdo, mas também agrega valor a um recurso abundante no Brasil. Outros substratos
renovaveis, como melaco de cana-de-agucar e subprodutos agroindustriais, também vém
sendo empregados com sucesso, permitindo que os microrganismos expressem seu potencial
em condi¢des economicamente mais acessiveis € ambientalmente favoraveis (Costa-Gutierrez
et al.,2021; Ramamurthy et al., 2021).

Estudos como a metagenomica ampliaram significativamente o potencial de
descoberta, permitindo o acesso direto a genes e enzimas de microrganismos antes nao
cultivados, revelando novas vias metabolicas de produgao de produtos de interesse econdomico
(Nam et al., 2023). Ainda mais, a explora¢do desses microrganismos ¢ favorecida por avangos
nas técnicas de fermentagdo, cultivo em biorreatores e estratégias de escalonamento tém
possibilitado a producdo controlada em larga escala de diferentes produtos (Gémez-Ramos et
al., 2024; Jahanian et al., 2024).

Embora persistam desafios relacionados a regulamentagao e aos custos de producao, a
biotecnologia microbiana mantém papel central no alcance dos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS), que visam proteger o planeta com o uso responsavel e

sustentavel dos recursos naturais (ONU, 2023).

2.2 Plasticos convencionais e Biopolimeros

Os polimeros convencionais derivados do petréleo, como o polietileno, sao produzidos

por processos industriais baseados em fontes nao renovaveis e esgotaveis, cuja degradagdo no

meio ambiente ocorre de forma lenta e complexa. Ainda, o descarte inadequado desses
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materiais favorece sua dispersdo em diversos ecossistemas, ocasionando a contaminacdo
crescente do ar, do solo e da 4gua. Com o passar do tempo, esses residuos plasticos sofrem
fragmentacdo, originando microplésticos amplamente identificados em ambientes marinhos,
comprometendo a biodiversidade aquatica e representando riscos a saide humana e ao meio
ambiente (Alfaro-Nufiez et al., 2021; El-Rayes; Aichih; Shi 2023).

Estudos recentes estimam que a producdo global de plastico podera alcangar
aproximadamente 12 bilhdes de toneladas até 2050, sendo os plasticos de uso unico ou de
curta vida util correspondem a fragao mais critica, devido ao seu elevado volume de descarte
imediato. Além disso, o acimulo desses materiais e sua decomposi¢do incompleta contribuem
significativamente para o aquecimento global, uma vez que favorecem a emissao de gases de
efeito estufa durante todo o seu ciclo de vida (Geyer et al., 2017; Oberoi; Garg 2021).

Assim, diante da crescente preocupacdo com a polui¢do plastica, a utilizacdo de
polimeros de origem natural, também conhecidos como biopolimeros, desponta como uma
alternativa promissora e ambientalmente sustentdvel aos materiais sintéticos convencionais.
Essas macromoléculas sdo produzidas total ou parcialmente a partir de biomassa renovavel,
como recursos vegetais, ou sintetizados por microrganismos, como as bactérias (Bastos, 2017;
Gamboa, 2018; Abang et al., 2023).

Entre os biopolimeros mais estudados estdo o acido polilatico (PLA), polimero que
pode ser obtido tanto por rotas petroquimicas quanto por processos fermentativos de base
biologica, utilizando substratos como o amido, milho e cana-de-agucar. Embora o PLA
apresente bom processamento e propriedades mecanicas adequadas, sua biodegradabilidade
em condi¢des ambientais naturais ¢ relativamente lenta, o que limita parcialmente sua
aplicagdo. Diante disso, estudos na area sdo frequentemente conduzidos com o objetivo de
desenvolver estratégias que acelerem sua degradacdo e ampliem seu potencial de uso
(Guicherd et al., 2024; Shalem et al., 2024).

Entre as caracteristicas apresentadas, a biodegradabilidade constitui uma das
principais vantagens dos biopolimeros, permitindo que esses materiais se decomponham sob
condi¢des ambientais especificas, sem geragdao de residuos toxicos. Essas caracteristicas dos
biopolimeros, tém impulsionado o interesse industrial, ampliando suas aplicagdes
principalmente nos setores de embalagens, agricola e biomédico (Polman et al., 2021;
Baranwal et al., 2022; Flérez; Cazon; Vasquez 2023).

O estudo publicado na revista European Bioplastics (2020), estima que o valor de
producao de biopolimeros cresca, podendo alcangar 5,7 milhdes de toneladas em 2029, o que

demonstra o forte avango e consolidacdo desse setor, considerando a producdo em 2024 de
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2,43 milhdes de toneladas. No entanto, o segmento ainda enfrenta desafios tecnoldgicos e

econdmicos, sobretudo relacionados ao alto custo de produgao.

2.3 Polihidroxialcanoatos

Os bioplasticos, como os polihidroxialcanoatos (PHA), surgem da necessidade de
mitigar os impactos ambientais causados pelo acimulo de residuos plasticos. O PHA
constituiem uma classe de poliésteres microbianos sintetizados intracelularmente sob a forma
de granulos citoplasmaticos translicidos, que atuam como reserva de carbono e energia em
diversos microrganismos. O acumulo desse polimero ocorre principalmente quando as células
sdo expostas a condi¢cdes de estresse nutricional, como a limitagdo de nitrogé€nio, fosforo e
magnésio, bem como excesso de carbono. Nessas circunstancias, ocorre uma redire¢ao
metabodlica que favorece a biossintese € o armazenamento do biopolimero (Calero, 2014;
Acharjee et al., 2022; Obruca et al., 2022).

Além disso, fatores ambientais, como variagdes de pH e temperatura, também
influenciam o rendimento e a composi¢ao final do polimero. Do ponto de vista estrutural, os
PHA s@o compostos por monomeros de 4cidos hidroxialcanoatos, cuja cadeia pode variar em
comprimento e estrutura quimica, conferindo diferentes propriedades fisico-quimicas ao
material. Entre os mondmeros mais comuns, destaca-se o acido 3-hidroxibutirico, composto
de trés a cinco atomos de carbono, responsavel pela formacao do polihidroxibutirato (PHB),
conhecido por apresentar boas propriedades mecanicas e resisténcia ao calor, comparaveis ao
polipropilenos (PP), polimero de origem fossil (Kumar ef al., 2021; Hachisuka ef al. 2023;
Zheng et al., 2023).

A sintese de PHA ocorre geralmente, por processos fermentativos, utilizando
diferentes fontes de carbono, como glicose, glicerol, 6leos vegetais e acidos graxos. O
aproveitamento de substratos de baixo custo tem se mostrado uma estratégia promissora para
reduzir etapas que influenciam significativamente no custo de producao (Trapé, et al., 2023;
Oyewole, et al. 2024). Além de avangos tecnoldgicos, fatores externos, como leis ambientais
rigorosas € o aumento da conscientizagdo dos consumidores, t€m impulsionado o mercado
global de PHA. Desse modo, estima-se que o valor de mercado alcance cerca de US$121
milhdes em 2025, representando um crescimento expressivo em relacdo aos US$62 milhdes
estimados em 2020, embora o setor enfrente desafios regulatorios e de escalabilidade

industrial (BusinessWire, 2021; Nanda et al., 2021).
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Gragas a sua ampla aplicabilidade, os PHAs tém sido explorados no setor de
engenharia de materiais no desenvolvimento de embalagens ativas e biodegradaveis, como
copos, talheres, canudos e filmes poliméricos, que podem ser aplicados como embalagens
para alimentos contribuindo na preservacdo da qualidade durante o armazenamento e
diminui¢do do crescimento microbiano. Na area biomédica, os polimeros sdo utilizados em
curativos, implantes e sistemas de liberagdo controlada de farmacos, em razdo de sua
biocompatibilidade e auséncia de toxicidade (Getachew ef al., 2016; Koller; Mukherjee, 2022;
Park et al., 2024).

Assim, os PHA representam uma solugdo estratégica para economia circular, pois
contribuem para redugdo de dependéncia de recursos fosseis, diminuem as emissdes de gases
de efeito estufa ao longo de seu ciclo de vida e fortalecem a sustentabilidade ambiental

(Khalil et al., 2023; Habitzreuter et al., 2023).

2.4 Enzimas microbianas

As enzimas sdo proteinas que atuam como catalisadores, acelerando reagdes quimicas
em organismos vivos sem serem consumidas no processo, desempenhando papéis essenciais
em processos biologicos e industriais. Além disso, apresentam diferentes origens e cada classe
enzimatica catalisa reacdes especificas, sendo reconhecidas pela sua elevada especificidade e
eficiéncia. Essas caracteristicas tornam as enzimas componentes indispensaveis em diferentes
setores, transformando processos industriais (Buchholz; Kasche; Bornscheuer 2012;
Meghwanshi et al., 2020; Maghraby et al., 2023; Singh et al., 2024).

As enzimas microbianas se destacam entre as de origem animal e vegetal,
representando 85,7% da participagdo de receita no mercado em 2024, de acordo com o
relatorio técnico realizado pelo Grand View Research (2022). Esse protagonismo se deve, a
capacidade de secretar grandes quantidades de proteinas diretamente no caldo de fermentacao,
o que facilita os processos de filtragem e purificagdo. Além disso, sua producdo pode ser
realizada em substratos de baixo custo, como residuos agroindustriais reduzindo o tempo e
custo da produgcdo em larga escala. Ademais, a aplicagdo de condigdes controladas e
biossensores durante o processo contribui para minimizar reagdes colaterais indesejaveis,
aumentando o rendimento e estabilidade das enzimas (Reyes-De-Corcuera et al., 2018;
Vijayaraghavan et al., 2019; Bajar et al., 2020).

As proteases representam uma das classes mais exploradas de enzimas microbianas,

podendo ser classificadas de duas formas. As endopeptidases, que clivam as ligagdes
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peptidicas internas das cadeias proteicas, formando peptideos menores e as exopeptidases, que
atuam nas extremidades das cadeias, liberando os aminoécidos livres. Posteriormente, podem
ser convertidas em diversos tipos, como serina, cisteina, aspartato, entre outros (Ikhlas, 2023).

As proteases também podem ser classificadas de acordo com a faixa de pH que
atuam,. As proteases 4cidas, que atuam em meios com alta salinidade, sdo produzidas
principalmente por fungos e algumas bactérias. Além de contribuirem para melhorar a textura,
sabor e digestibilidade dos produtos alimenticios, sdo de extrema importancia para a
fermentagdo de alimentos com alto teor de sal, como o molho de soja e bebidas alcoodlicas
(Mamo; Fassil 2018; Yao et al., 2023). As proteases alcalinas e neutras sdo as mais utilizadas
na industria por atuarem em faixas de pH mais altas, sendo utilizadas na produgdo de
biofilmes e incorporadas a detergentes, atuando na remogao eficiente de manchas proteicas
em roupas (Barzkar, 2020; Solanki et al., 2021; Christensen ef al., 2022).

Ja a amilase atua catalisando a hidrélise do amido em agucares menores, como
maltose e glicose. Sao codificadas em a-amilases, B-amilases e glucoamilases. Nesse sentido,
cada uma possui uma aplicagdo especifica, sendo empregadas na industria alimenticia como
adogantes, na panificagdo e fabricacdo de cerveja. Na industria de biocombustiveis sao
fundamentais para a conversao de biomassa em agucares fermentaveis, que posteriormente
sao transformados em etanol (Corréa et al., 2015; Coelho et al., 2020).

Desse modo, a utilizagdo de novos microrganismos na produ¢do enzimatica contribui
para processos mais sustentaveis e econdmicos. Possibilitando a substituigdo de métodos
quimicos tradicionais por bioprocessos com menor impacto € maior eficiéncia. Além disso, o
avanco continuo no desenvolvimento de novas cepas bacterianas mais eficiente promete

expandir ainda mais o uso de enzimas de alto valor agregado (Wiltschi et al., 2020).

2.5 Priestia megaterium

A bactéria Priestia megaterium, ¢ amplamente reconhecida por sua versatilidade
fisiologica e importancia em processos biotecnologicos. Originalmente descrita por Bary em
1884, foi por décadas incluida no género Bacillus, até que estudos filogenéticos mais recentes,
baseados em sequenciamento de genomas completos e andlise de proteinas conservadas,
demonstram a necessidade de reestruturagdo taxondmica. Em 2020, Gupta e colaboradores
propuseram a criacdo do género Priestia, reunindo espécies filogeneticamente relacionadas,
entre elas P. megaterium, consolidando sua posi¢cdo fora do clado principal de Bacillus e

reforcando a importancia de abordagem moleculares modernas na classificagcdo bacteriana.
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Do ponto de vista morfologico e fisiolodgico, P. megaterium ¢ uma bactéria
Gram-positiva, aerdbica facultativa, formadora de esporos e de grande tamanho celular,
caracteristica relevante para o epiteto megaterium. E amplamente encontrada em solos, raizes
de plantas, sedimentos aquaticos e at¢ em amostras industriais, o que evidencia sua
capacidade de adaptacdo. Além disso, por ser considerada ndo patogénica e apresentar baixo
risco bioldgico, ¢ também frequentemente empregada em pesquisas e aplicagdes de
bioprocessos (Harirchi, ef al., 2022; Hur, et al. 2024; Zhang, et al. 2024);

Nos ultimos anos, P. megaterium tem se destacado em diferentes areas da
biotecnologia ambiental e agricola, sobretudo como rizobactérias promotoras de crescimento
vegetal (Jo et al., 2023; Marchdo et al. 2025). Diversos estudos recentes evidenciam sua
capacidade de atuar na solubilizacdo de fosfatos, um mineral insoluvel, tornando o fosforo
mais disponivel as plantas e reduzindo a dependéncia de fertilizantes quimicos (Poveda;
Gonzalez-Andrés 2021; Rios-Rui, et al., 2023). Em 2023, Zelaya-Molina e colaboradores
demonstram que a cepa de P. megaterium isolada de solo proveniente de rejeitos de mineragdo
apresentam notavel tolerancia a metais pesados e expressiva atividade promotora de
crescimento, associada a producao de siderdforos, acido indolacético (AIA) e a solubilizagao
de fosfato. Tais caracteristicas ndo apenas favorecem o estabelecimento vegetal em ambientes
degradados, mas também evidencia o potencial da espécie como agentes de biorremediacao e
recuperagdo de solos impactados (Nascimento, et al., 2020).

A atuacao da P. megaterium também se estende ao controle bioldgico e ao manejo de
doencgas vegetais, apresentando multiplos mecanismos de acdo, incluindo a produgdo de
metabolitos antimicrobianos e a indugdo de respostas de defesa em plantas, como o acimulo
de lignina que reforca a parede celular e dificulta a infecg¢@o (Li et al., 2022). No estudo de
Cui e colaboradores (2023), cepas da bactéria foram capazes de inibir o crescimento de
fitopatogenos bacterianos e fungicos por meio da secre¢do de lipopeptideos bioativos, como
surfactina e iturina, promovendo forte atividade antibacteriana e antifungica contra Erwinia
amylovora, agente causador de queimaduras bacteriana das pereiras. Em outros estudos
recentes, verificou-se que a cepa P. megaterium YB-3 apresentou alta eficiéncia no controle
de nematoide-das-galhas (Meloidogyne graminicola), tanto em condi¢des de campo, quanto
de estufa, reduzindo significativamente a formacdo de galhas e a eclosdo de ovos. Esses
resultados reforgam o potencial uso da espécie para formulagdes de biofertilizantes e agentes
de biocontrole (Nowak, ef al., 2024; Ye, et al., 2024).

Além de sua importancia no solo, a P. megaterium tem sido amplamente estudado

pela capacidade de produzir biopolimeros biodegradaveis, como o PHA. Diversos estudos
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destacam a cepa como capaz de acumular altos teores desses polimeros a partir de substratos
residuais, como glicerol, conferindo a viabilidade econdmica ao processo (Cal, et al., 2025;
Bai, et al., 2025). Em outro estudo, pesquisadores descobriram que a cepa possui capacidade
de secretar diversas biomoléculas, como vitamina B12 e antibidticos, achados importantes
para a saude publica (Kumar, et al., 2023; Adeniji, et al., 2025).

Outro aspecto relevante ¢ a producdo de enzimas extracelulares de interesse comercial.
A bactéria P megaterium apresenta potencial para secre¢dao de a-amilases, agarase e protease,
enzimas utilizadas em diversas areas da industria (Ha, et al., 2024; Sawant; Thumar, 2023).
No estudo de Erdem e colaboradores, (2025), verificaram que a a-amilase produzida pela P
megaterium apresentou alta estabilidade térmica e efici€éncia catalitica. Reforcando sua
aplicabilidade em processos industriais que demandam resisténcia a variagcao de temperatura e
pH.

Por fim, destaca-se o papel da P. megaterium em processos de biodegradagdo e
detoxificagdo ambiental. No estudo de Meng e colaboradores, (2025), demonstram que a cepa
MF3 possui elevada capacidade de degradar micotoxinas zearalenona (ZEN), substancia
frequentemente encontrada em graos contaminados. Essas caracteristicas reforcam o valor
ecologico da espécie, capaz de contribuir para a seguranca alimentar e a reducdo de
contaminantes de origem natural (Biedendieck, ef al., 2021).

De modo geral, Priestia megaterium representa um microrganismo de alta relevancia
cientifica e tecnologica. Principalmente devido sua ampla adaptabilidade, seguranga de uso e
capacidade metabolica diversificada, permitindo aplicagcdes em diferentes setores, sobretudo

naqueles que priorizam a sustentabilidade e a reducdo do impacto ambiental.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial biotecnologico da cepa Priestia megaterium E1, com énfase na capacidade

de sintese de biopolimeros ¢ atividade de enzimas hidroliticas de interesse industrial.

3.2 Objetivos Especificos

- Confirmar a classificagdo morfotintorial da cepa P. Megaterium E1;

- Verificar qualitativamente o acumulo de PHAs utilizando os corantes Sudan Black e Nile
Red;

- Avaliar o potencial de producdo de polihidroxialcanoatos utilizando glicerol como fonte de
carbono;

- Avaliar o potencial de producdo de Amilase;

- Avaliar o potencial de producdo de protease.
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4 METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados na Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD) Dourados - MS, no Bloco Multidisciplinar II, no Laboratério de Biotecnologia
Ambiental. A bactéria Priestia megaterium cepa El, foi isolada de solo com historico de
aplicagdo de fipronil na Fazenda Experimental da UFGD (FAECA) em 2015. Este primeiro
estudo relata o grande potencial de degradacdo deste inseticida quimico (do Prado et al.,
2022). Além disso, outra pesquisa realizada em conjunto com o laboratorio de Bioinformatica
da UFGD, verificou a presenca de sequéncias gendmicas associadas ao metabolismo de

polihidroxialcanoato presente no genoma da bactéria (Fernandes, 2024).
4.1 Ativacao da bactéria Priestia megaterium cepa E1

A cepa estocada em glicerol 20% e mantida a -20°C foi reativada em meio solido
MMG (Meio Minimo Glicerol), onde o glicerol foi a principal fonte de carbono. Este meio
permite avaliar a capacidade de bactérias crescerem e produzir biopolimeros a partir de
substratos simples. O meio foi preparado com as proporgdes 7,0 g.L' KH,PO, (Fosfato
monobasico); 2,0 g.L ! Na,HPO, (Fosfato de sodio dibasico); 1,5 g.L"! MgSO,.7H,0 (Sulfato
de magnésio heptahidratado); 0,1 g.L"' CaCl, (Cloreto de calcio); 0,08 g.L"' FeCl;.6H,0
(Cloreto férrico hexahidratado); 0,02 g.L"! ZnSO,.7H,0 (Sulfato de zinco heptahidratado); 0,8
g.L' de Extrato de levedura; 23,8 mL de glicerol e diluido em 1 L de 4gua destilada.

Em seguida foi ajustado o pH da solugdo entre 6,0 a 6,5. Para a solidificacdo do meio
foi utilizado 20 g.L'1 de agar bacteriologico, inicialmente fundido em forno microondas com

agitacdo frequente para garantir melhor dissolucdo dos sais e em seguida, esterilizado em
autoclave a 121°C por 20 minutos. Apos o resfriamento o meio foi vertido em placas de Petri
estéreis padronizadas com 35 mL em cada. A amostra da P. megaterium foi reativada e
incubada em estufa tipo BOD (Biochemical Oxygen Demand) a 30°C entre 24 a 48 horas,

para sucessivos repiques e garantia de obtencao de coldnias puras.

4.2 Classificacio morfotintorial
A caracterizagdo morfotintorial da cepa foi realizada por meio da coloragdo de Gram,
a partir de coldnias isoladas cultivadas em MMG. Apds o preparo do esfregago foi adicionado

o corante cristal violeta por um periodo de 60 segundos e no final desse intervalo de tempo, o
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excesso de corante foi enxaguado e removido por um fluxo fino de agua destilada. Adiante,
foi adicionado na lamina uma solucao lugol por um periodo de 60 segundos, com a repeti¢ao
do procedimento de enxdgue mencionado anteriormente. Em seguida, a 1amina foi exposta a
um agente descolorante alcool por aproximadamente 15 segundos, seguido por uma nova
etapa de lavagem com 4gua destilada. Apos a lavagem, foi adicionado a lamina safranina 0,1
%, que atuou por um periodo de 30 segundos, culminando em outra rodada de enxague da
lamina. Apos a completa secagem da lamina, com uma gota de 6leo de imersado aplicada sobre
a laminula, foi realizada a andlise microscopica usando um microscépio Optico. As células
que exibiram uma coloracdo avermelhada foram classificadas como Gram-negativas,
enquanto aquelas que apresentaram um tom azulado foram classificadas como
Gram-positivas.

Para o teste de catalase, apds a realizacdo do esfregaco foi aplicada uma gota de

peroxido de hidrogénio a 3% para avaliagdo do surgimento imediato de bolhas efervescentes,
demonstrando a conversdo do H,O, em 4gua e oxigénio gasoso, considerado resultado

positivo. Por outro lado, a auséncia de atividade efervescente, foi interpretada como um
resultado negativo. Vale destacar que este teste foi conduzido exclusivamente nas bactérias
previamente identificadas como Gram-positivas.

Apds a confirmacao comparando com registros antigos da bactéria, ela foi testada para

produgdo de biopolimeros.

4.3 Screening de producio de PHA pelo método de coloracio de colonias com corante

Sudan Black

A producdo de PHA foi inicialmente investigada pelo método de coloragdo com o corante
lipofilico Sudan Black B (0,02% dissolvido em etanol 96% por 15 minutos) (Hartman et al.,
1940). As colonias cultivadas em meio MMG foram coradas com solugdo do corante Sudan
Black B, lavadas com dgua e descoradas com etanol a 96% por 5 minutos. No final as colonias
produtoras de PHA permanecem azuis pois ndo sdo descoradas pela solu¢do de etanol. Isso
ocorre porque o corante Sudan Black B se dissolve e se liga especificamente nos lipidios

presentes na célula, resultando na coloragdo caracteristica.

4.4 Screening de produciao de PHA pelo método de coloracio de colonias com corante

Nile Red
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Para confirmagdo de que o lipidio acumulado se trata de um polihidroxialcanoatos, foi
realizada a coloracdo com corante fluorescente Nile Red. Apos o preparo e resfriamento do
meio MMG descrito anteriormente, foi adicionado 1 ul de Nile Red a cada mililitro de meio
de cultura e posteriormente vertido em placas de Petri. A bactéria foi inoculada pelo método
de Streak Plate e incubada em BOD a 30 °C por 48 horas. Avaliagdo da produciao de PHA foi
feita através da deteccdo de fluorescéncia sob luz ultravioleta (UV) em fotodocumentador

(Loccus) para detectar o acimulo intracelular do biopolimero (Spiekermann et al., 1999).

4.5 Screening da producao de enzimas

A determinagdo do potencial enzimatico da bactéria para producdao de protease e
amilase, foi realizada pelo método qualitativo Cup Plate (Dingle et al., 1950). Nessa técnica,
com o auxilio de uma alca estéril, a colonia isolada foi aplicada no centro da placa de Petri
contendo o meio MMG com alteragao da fonte de carbono (20 g.L-1 de Skim Milk e 20 g.L-1
amido soluvel), fazendo com que as colonias cresgam em apenas um ponto especifico da
placa. Assim, o isolado foi repicado no meio minimo e incubado em BOD a 30 °C por 24, 48,
72 horas.

A determinacio do potencial enzimatico foi avaliada através do célculo do Indice
Enzimatico (IE) que mede a zona de degradacao, calculada pelo diametro do halo ao redor da

colonia em razao do didmetro da coldnia conforme expresso na equagao (1):

DIAMETRODOHALO

IE = DIAMETROCOLONIA (1)

Neste método, os isolados que obtiverem maior IE nos meios de cultivo sdo os que
possuem maior atividade enzimatica. Para as colonias consideradas como boas produtoras de
proteases foram consideradas as que apresentaram IE > 2,0 mm. Ja para as cepas produtoras
de amilases, em conformidade com Alves e colaboradores (2018), foram consideradas boas
produtoras aquelas que apresentaram IE > 1,0 mm.

Os resultados obtidos para os indice enzimatico de protease ¢ amilase foram expressos
como média e desvio padrao das triplicatas. Para verificar a existéncia de diferenca

significativa entre os tempos de incubacdo e entre os substratos, foi realizada andlise de
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variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey a 5% de significancia. As andlises

estatisticas foram conduzidas utilizando o software Info Stat versao 2020.b.
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5 RESULTADOS
Ap6s o cultivo da cepa em meio minimo contendo glicerol como fonte de carbono, foi
realizada a caracterizacdo morfotintorial. As células apresentaram morfologia do tipo

bastonete, coloragdo Gram-positiva e presenca de esporos, conforme observado na Imagem 1.

Imagem 1. Coloragdo de Gram de P. megaterium cepa E1 em aumento de 1000x.

Fonte: Autora, 2025.

O teste bioquimico da catalase também foi positivo, confirmado pela formacao
imediata de bolhas ap6s a adicdo de peroxido de hidrogénio a 3%. Esses resultados
juntamente com a presenca de esporos reforgam a identificagdo da cepa como pertencente ao

género Priestia, como observado na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados de triagem morfotintorial e bioquimico da cepa P. megaterium E1.

Isolado Gram Morfologia Catalase Esporos

P. megaterium cepa E1 + Bastonete + +

Legenda: + = positivo.

Fonte: Autora, 2025.
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Para a avaliagdo da produ¢do de polihidroxialcanoatos (PHA), a coloracdo com o
corante Sudan Black B revelou células com com coloragdo azul-escuto, mesmo apos a
lavagem com etanol 96%, indicando a presenca de lipidios de reserva compativeis com PHA.

Imagem 2. Visualizacdo das colonias de P. megaterium cepa E1 apos a coloragdo com Sudan
Black B, com resultado positivo para acumulo de PHA.

Fonte: Autora, 2025.

A confirmagao da producao de PHA também foi obtida por meio da coloragdo com
Nile Red. As colonias cultivadas em meio suplementado apresentaram fluorescéncia sob luz
ultravioleta, evidenciando o acimulo de granulos intracelulares do biopolimero. Os valores de
ndice Enzimético (IE) obtidos para protease e¢ amilase foram expressos como média e
desvio-padrao das triplicatas. A analise de variancia demonstrou diferencas significativas (p <

0,05) entre os tempos de incubag¢do nos diferentes substratos (Tabela 2).

Imagem 3. A. Fluorescéncia da P. megaterium cepa El em comparagdo com B. a cepa

controle negativo, cultivadas em meio suplementado com Nile Red sob luz UV.
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(A) (B)

Fonte: Autora, 2025.

Tabela 2. indice enzimatico da P megaterium cepa El.

INDICE ENZIMATICO
Tempo (h) / 24 48 72
Tratamentos
Protease 2,00 +0,2542 2,48 + 0,358 2,97 +0,2952
Amilase 0,00 = 0,80 1,50+ 0,19"BP 1,84 + 0,16

Legenda: Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. Letras maiusculas na mesma linha indicam
diferengas significativas entre os tempos de incubagdo para um mesmo tipo de enzima, enquanto letras
minusculas na mesma coluna indicam diferengas significativas entre os tipos enzimaticos em um mesmo tempo,
de acordo com o teste de Tukey (p>0,05).

Fonte: Autora, 2025.

Conforme observado na Tabela 2, no meio contendo Skim milk, a cepa apresentou IE
médio de 2,0 £ 0,25 ja nas primeiras 24 horas, com aumento nos tempos subsequentes,
alcangado 2,97 + 0,29 em 72 horas. No meio suplementado com amido soltvel, ndo houve
formagdo de halo enzimatico apds 24 horas, demonstrando auséncia de atividade amilolitica
inicial, a partir de 48 horas o IE médio foi de 1,50 &+ 0,19, aumentando para 1,84 £ 0,16 em 72
horas.

De modo geral, o periodo de 72 horas apresentou a maior atividade enzimatica nos
dois substratos, sendo estatisticamente superior aos demais tempos pelo teste de Tukey (p <
0,05). Além disso, a atividade proteolitica permaneceu superior a amilolitica em todas as

condigdes avaliadas, reforcando o maior potencial da cepa para produgao de protease.
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6 DISCUSSAO

A cepa Priestia megaterium E1 apresentou caracteristicas morfotintoriais e
bioquimicas compativeis com dados apresentados na literatura. A coloragdo de Gram revelou
células Gram-Positivas, com morfologia bacilar e com presenca de esporos, conferindo a
resisténcia da cepa, caracteristicas compativeis com o gé€nero Priestia, anteriormente
classificado como Bacillus (Biedendieck et al., 2021). Além disso, o teste positivo para
catalase, indicado pela liberacdo imediata de bolhas apds a exposicdo ao perdxido de
hidrogénio, refor¢a sua capacidade de prote¢do contra estresse oxidativo, o que ¢ comum em
microrganismos aerobios e facultativos (Iwase e colaboradores em 2013).

No contexto da producdo de polihidroxialcanoatos (PHA), os métodos de coloragdo
utilizando corantes lipofilicos, como Sudan Black B e o Nile Red, forneceram evidéncias
visuais consistentes da capacidade da cepa em acumular granulos intracelulares desse
biopolimero. A coloragdo azul-escuro observada com Sudan Black B, mesmo ap0s a lavagem
com etanol, indica a presenca de lipidios de reserva compativeis com PHA (Aljuraifani et al.,
2018; Sachan et al., 2025).

Conforme descrito por Spiekermann et al. (1999), a fluorescéncia observada sob luz
ultravioleta apds cultivo em meio suplementado com Nile Red ¢ a consequéncia da absor¢ao
do corante pela célula, acumulado em granulos intracelulares que quando exposto a luz UV,
emitem fluorescéncia, evidenciando a presenga de biopolimero. O resultado positivo do
presente estudo, reforca que essa técnica ¢ altamente eficaz para triagem de bactérias
produtoras de PHA e corroboram com estudos prévios que destacam P. megaterium como
uma das espécies promissoras na sintese de biopolimeros (Shahid et al., 2023; Cal et al,
2025).

O desempenho amilolitico observado para P. megaterium E1 foi semelhante ao descrito por
Alves (2018), que relatou auséncia de halos nas primeiras 24 horas e valores de IE variando entre 0,60
e 3,33 apds periodos mais longos de incubagdo. De forma semelhante, Sapkota et al. (2019)
identificaram isolados com IE entre 1,2 e 1,6, faixa comparavel aos valores obtidos no presente estudo,
especialmente apos 48 horas de incubacg@o. Esses resultados sugerem que a cepa apresenta potencial
crescente para a produgdo de amilase, embora com intensidade inferior a atividade proteolitica.

Diversos estudos destacam o género Bacillus como um dos principais produtores de
enzimas hidroliticas, especialmente a protease, devido a sua capacidade de atuar em diferentes
temperaturas, concentragdes de substrato e pH (Silva ef al., 2024). O estudo de Masi e

colaboradoras (2021), no qual avaliaram os isolados do mesmo género provenientes de
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amostras de efluente da industria do couro, apresentou IE variando em 1,4 a 1,8, esses valores
sdo comparaveis a bactéria avaliada no presente estudo que demonstrou IE médio entre 2,0 a
2,97.

Assim sendo, os dados gerais sugerem que a cepa P. megaterium E1 possui
mecanismos eficientes de producdo de proteases, o que a torna uma candidata vidvel para
aplicagdes em setores da industria alimenticia, de couro, detergentes e tratamento de residuos,
além da producdao de PHA, contribuindo para o desenvolvimento de processos inovadores e
sustentaveis, possibilitando maior eficiéncia produtiva e a preservacdo do meio ambiente
(Razzaq et al., 2019; Herrmann et al., 2024; Naseem et al., 2024).

Diante desses resultados, recomenda-se a realizacdo de testes complementares, como a
quantificagdo da atividade enzimatica, a caracterizagao estrutural dos polimeros produzidos e
a otimizag¢ao de condi¢des de cultivo visando o aumento do rendimento. A combinagao dessas
abordagens favorece o embasamento do estudo, possibilitando futuras estratégias de
otimizagdo de producdo de enzimas e biopolimeros, além da possibilidade da modifica¢ao
genética com foco no aumento da produtividade, aspecto essencial para aplicacdo industrial

em larga escala.
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7 CONCLUSAO

Com base nas andlises realizadas, o isolado Priestia megaterium cepa E1, proveniente
de solo agricola do municipio de Dourados, MS, apresentou caracteristicas relevantes para
microrganismos de interesse biotecnoldgico, mostrando-se como promissora tanto para
producdo de biopolimeros quanto de enzimas hidroliticas. De modo geral, confirmou-se seu
perfil morfotintorial caracteristico do género, incluindo coloragdo Gram-positiva, de formato
bacilar, com presenca de esporos e positiva para o teste de catalase. Além disso, a cepa
apresentou resultado positivo para os testes utilizando os corantes Sudan Black e Nile Red,

confirmando a capacidade de produzir PHA.

O indice enzimatico obtido para a producao de protease variou entre 2,0 + 0,25 ¢ 2,97
+ 0,29, sendo significativamente superior aos valores observados para a amilase em todos os
periodos analisados. Para ambos os substratos, o periodo de incubacdo de 72 horas diferiu
estatisticamente dos demais (p>0,05), indicando crescente potencial enzimatico ao longo do
tempo. Esses resultados reforcam o potencial da cepa para a conversao eficiente de substratos
simples e de baixo custo em materiais de alto valor agregado, favorecendo a sustentabilidade

nos processos industriais e contribuindo para redugdo do impacto ambiental.
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