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RESUMO

O Brasil possui um potencial significativo para a piscicultura, devido a sua grande
extensdo territorial e a grande quantidade de 4guas doces. Os microrganismos isolados
de ambientes aquaticos apresentam um alto potencial biotecnologico. Os peixes
Curimbatds sdo abundantes e correspondem a maior parte da biomassa ictiologica de
grandes massas de dgua. O aumento no consumo de peixes pela populagdo mundial gera
uma quantidade significativa de residuos provenientes do processo de evisceragdo,
provocando dessa forma danos ambientais. Sendo assim, esse trabalho teve por objetivo
isolar e identificar microrganismos, com potencial para uso industrial, encontrados no
trato digestivo do peixe Curimbatd. Inicialmente, o trato digestivo foi colocado em uma
solugdo salina e em seguida foi retirada uma aliquota e inoculada em placas Petri com
meio 4gar-nutritivo. As colonias isoladas foram identificadas bioquimicamente pelo
teste de coloragdo Gram e pelo crescimento em meios seletivos (Agar Eosina, Simmons
Citrate e Agar Manitol). Dentre as cinco colonias isoladas denominadas BI1, BI2, BI3,
LE1, BE2, foram identificadas microscopicamente quatro bactérias e uma levedura.
Duas bactérias (BI1 e BE2) apresentaram uma coloragdo violeta (Gram-positiva) e duas
(BI2 e BI3) uma coloragdo vermelha (Gram-negativa). As bactérias BIl e BE2
fermentaram o meio dgar manitol e apresentaram coloracdo amarela, indicando serem
estafilococus positivo para coagulase, ja a bactéria BI3, apds a fermentacgdo, apresentou
coloragdo rosa, indicando estafilococus negativo para coagulase. A levedura LEI1
cresceu no meio agar Eosina/Lactose, indicando ser capaz de fermentar lactose. Em
relacdo a atividade enzimatica, BI1, BI3 e LEl apresentaram atividade tanasica, da
mesma forma todos os microrganismos estudados apresentaram atividade celulolitica e

apenas a LE1 apresentou atividade para a enzima fenoloxidase.

Palavras-chave: isolamento de microrganismos, peixe curimbatd, enzimas industriais,
testes bioquimicos.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui um potencial significativo para a piscicultura, devido a vasta
extensdo territorial que dispde de aproximadamente 13% das aguas doces do planeta,
pelas condigdes naturais e pelo clima favordvel para o desenvolvimento de uma
diversidade de espécies aquaticas, disponibilidade de infraestrutura de apoio e outras
condigoes.

Cada vez mais os peixes sdo introduzidos na dieta da populagdo e isso gera um
aumento da producdo e do consumo de pescado pela industria pesqueira. Esse aumento
esta diretamente relacionado a geragdo de residuos proveniente do processamento do
peixe para consumo, sua evisceragao, com 6nus ambiental.

O sistema digestivo dos peixes € considerado como uma fonte promissora para o
isolamento de microrganismos com atividade enzimadtica de interesse industrial, a
utilizagdo de enzimas digestivas como catalisadores de processos industriais ¢ de
fundamental importancia para a obtengdo de produtos de alta qualidade e de maior valor
agregado através da utilizacdo de tecnologias limpas, e em sintonia com as necessidades
tecnologicas, de mercado e de preservacdo ambiental que norteiam os processos
produtivos internacionais. Os Curimbatéas (Prochilodus lineatus) sdo peixes abundantes
e correspondem a maior parte da biomassa ictiologica dos grandes corpos de dgua. Sao
peixes detritivoros, alimentam-se de restos organicos, como sedimentos organicos e
vegetais.

As enzimas apresentam caracteristicas que se destacam quando comparadas aos
catalizadores quimicos devido a sua especificidade pelo substrato ou por uma reacao
bioquimica. O setor industrial sofre constante pressdo para utilizagdo de processos que
beneficiam o meio ambiente, tornando assim seu produto mais competitivo. Com isso, o
uso de enzimas nos diferentes segmentos da industria tem sido amplamente estudado.

Entre as enzimas de interesse industrial produzidas por bactérias e avaliadas
neste estudo estdo as celulases utilizadas na degradagdo de biomassa ligocelulosica, as
tanases que hidrolisam ésteres e ligagdes laterais de taninos hidrolisaveis e as
fenoloxidases que degradam lignina, estas de grande interesse para o uso em

biorrefinarias.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

e Isolar microrganismos do sistema digestivo de peixe Prochilodus lineatus e

a expressdo das enzimas tanase, celulase e fenoloxidase pelos mesmos.
2.2 Objetivos especificos

e Isolar e cultivar de microrganismos do estdmago e intestino do peixe
Curimbata;

e Identificar bioquimicamente os microrganismos isolados pelo teste de Gram;

e Avaliar o crescimento microbiano em meios seletivos;

e Avaliar da atividade tanasica, celulolitica e da enzima fanoloxidase dos

microrganismos isolados.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Industria pesqueira no Brasil

O Brasil é uns dos paises que possuem o maior numero de dgua doce do planeta,
tendo um grande potencial para a piscicultura, pelas condi¢gdes naturais, pelo clima
favoravel e pela sua matriz energética. Este potencial estd relacionado a sua extensao
costeira de mais de oito mil quildmetros, a sua zona econémica exclusiva (ZEE) de 3,5
milhdes de km? e a sua dimensio territorial, que dispde de, aproximadamente, 13% da
agua doce renovavel do planeta. Além disso, possui um clima favoravel ao
desenvolvimento de uma diversidade de espécies aquaticas, disponibilidade de
infraestrutura de apoio e outras condi¢des favoraveis, possui, portanto, um grande
potencial de mercado para a producao pesqueira quanto para produtos advindos da
piscicultura. (SOUZA et al., 2013).

O pescado tem sido cada vez mais utilizado pela populagdo, contribuindo para
manuten¢do de uma boa satde humana, por constituir uma fonte de proteina animal
balanceada. O peixe faz parte da dieta de muitos paises, por apresentar alta qualidade e
proteinas de facil absor¢do, além de uma grande variedade de vitaminas e minerais,
contribuindo assim com % da oferta mundial de proteina animal. Além do que, peixes,
moluscos, crustaceos e bivalves sdo fontes relevantes de emprego em industrias de

processamento e de lucro para pescadores artesanais e industriais (FAO, 2012).



No Brasil o consumo de pescado ainda € baixo comparado aos outros paises. A
média de consumo da populagao brasileira ¢ de 11,17 kg por habitante/ano, enquanto o
recomendado ¢ de 18 kg por habitante/ano. Porém esse marcado tem experimentado
expansdo sem precedentes € mudanga nos padrdes alimentares, tornando-se mais
homogéneo e globalizado. As previsdes de consumo realizadas em 2013 é que deve
chegar a 20 kg por habitante/ano nas proximas décadas, com produc¢do estimada de mais
de 160 milhoes de toneladas (FAO, 2012). O consumo de produtos a base de pescado
também deve aumentar por razdes socioeconomicas, cultural, de saude ou religiosas.
Essa tendéncia vem sendo observada e, atualmente, quase metade da producdo de
pescado ja ¢ originada da piscicultura. Assim, o aumento do consumo per capita de
pescado sera cada vez mais dependente da disponibilidade dos produtos da piscicultura
e sua capacidade de adequacdo as exigéncias do mercado consumidor (SOUZA et al.,
2013).

Com esse grande aumento do consumo de peixes e de produtos a base de
pescado, ocorre um aumenta consideravel da geragdo de residuos com 6nus ecoldgico
gerado pela polui¢do oriunda de seu processamento, visto que ao realizar a limpeza do
peixe para consumo ¢ realizada evisceracdo (retirada de oOrgdos como estdomago,
intestino e bexiga) (BOUGATEF, 2013). O aumento da produgdo e do consumo de
pescado esta diretamente relacionado a necessidade de se viabilizarem tecnologias para

o reaproveitamento dos residuos gerados pela industria pesqueira (LIMA, 2013).

3.1.1 Potencial biotecnolégico dos residuos gerados na industria

pesqueira

A cada dia estudos apontam o potencial biotecnoldgico de microrganismos
isolados de ambientes aquaticos. A causa do aumento desses estudos estd relacionada a
uma aceleragdo na investigagdo pesqueira e nos sistemas de piscicultura intensiva, além
do comércio internacional de animais aquaticos vivos e produtos, ¢ o surgimento de
novas doengas (BULLER, 2004).

As fontes aqudticas para obtencdo de microrganismos de interesse ¢ vasta,
podem ser provenientes de peixes de aquario, peixes tropicais e animais aquaticos
cultivados, tais como ostras, cavalos marinhos, lagosta, lagostim e camardes. Todos
estes hospedeiros tém a sua propria microbiota e potencial de patdogenos bacterianos e
sdo encontrados em uma grande variedade de habitat nos mais diversos climas

(BULLER, 2004).



Os peixes, assim com outros animais aquaticos, estdo predispostos a infecc¢oes
bacterianas da mesma maneira como os animais terrestres. As doencas podem ocorrer
sistemicamente ou limitar-se a superficies externas. Além das bactérias patogénicas
também ¢ possivel encontrar as que fazem parte da flora bacteriana normal dos animais
aquaticos (BULLER, 2004).

Com o problema do aumento de residuos gerados pela industria de pescados,
varias pesquisas vém sendo realizadas para possibilidades de aplicagdes biotecnoldgicas
para esses subprodutos (MARCHUSCHI et al., 2010; JUNIOR et al., 2012; COSTA et
al., 2013; SILVA et al., 2011)

3.1.2 Espécie Prochilodus lineatus

A espécie Prochilodus lineatus (Figura 1), ¢ um peixe de agua doce, conhecido
com Curimbatd, porém pode receber outros nomes como Curibatd, Curimat4, Curimata,
Curimatatl, Curimba, Curumbata e Crumata. Habita tanto o fundo dos rios como as
margens. Sua desova total ocorre a partir de novembro, que realiza a piracema (periodo
em que os peixes sobem para a cabeceira dos rios para realizar sua reprodu¢do). Sua
primeira maturacdo sexual ocorre em individuos com cerca de 24 cm de comprimento.
E encontrado no sul da América, entre Parana e o Paraguai e também nas extensdes do
rio Paraiba do Sul. O méximo comprimento ja registrado na literatura é de 74 cm
(CASTRO, VARI, 2011).

E um peixe que se alimenta de restos organicos, consumindo a vasa do fundo
dos rios, como sedimentos organicos e vegetais. Um estudo realizado por MORAES e

colaboradores (1997), mostra que a maior parte da alimentagdo destes peixes é

composta por sedimentos e algas de diversas espécies.

Figura 1: Espécie Prochilodus lineatus. Fonte: WIKIMEDIA COMMONS.
A utilizacdo de 6rgdos do sistema digestivo para obtengdo de microrganismos e
consequentemente obtengdo de enzimas de interesse se torna uma alternativa
promissora. A utilizagdo de enzimas digestivas como catalisadores de processos

industriais € de fundamental importancia para a obten¢do de produtos de alta qualidade
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e de maior valor agregado através da utilizacdo de tecnologias limpas, e em sintonia
com as necessidades tecnologicas, de mercado e de preservacdo ambiental que norteiam

0s processos produtivos internacionais (POLITZER, BON, 2006).

3.2 Enzimas

As enzimas sdo definidas como catalizadores bioldgicos, geralmente de natureza
proteica. Sdo moléculas que aceleram reacdes termodinamicamente favoraveis, sendo
versateis e de elevada importancia nos processos biotecnoldgicos (COELHO,
SALGADO, RIBEIRO, 2008). Pode-se dizer que as enzimas sdo as moléculas usadas ha
mais tempo pelo homem, como na producdo de paes e vinhos, mesmo que
inconscientemente (MONTEIRO, SILVA, 2009).

Nas industrias as enzimas apresentam caracteristicas importantes em relacdo aos
catalizadores quimicos devido a sua importancia na redugdo de efluentes pesados,
inexisténcia de toxidez, baixa concentragdo e reagdes em temperaturas ¢ pH brandos
(COELHO, SALGADO, RIBEIRO, 2008). A cada dia é possivel notar mais processos
industriais que utilizam enzimas como catalizadores, com isso existe um aumento
mundial no consumo de enzimas industriais (MONTEIRO, SILVA, 2009).

Esses biocatalizadores, podem ser obtidos de tecidos vegetais, animais e de
microrganismos, sendo este ultimo o mais utilizado, pela sua produgdo independente de
fatores sazonais, possibilidade de utilizagdo de substratos baratos e pelo alto rendimento
na producdo a partir da otimizac¢do dos processos fermentativos (MONTEIRO, SILVA,
2009).

As enzimas mais utilizadas na industria sdo as hidroliticas, proteoliticas,
lipolitica e aminoliticas (TAVARES et al., 2012).

O mercado est4d dividido em enzimas industriais e especiais, sendo as enzimas
industriais representam 60% do mercado, a utilizagdo destas enzimas estd dividida em
maior numero para as industrias farmacéuticas, industrias de processamento de amido,
pesquisa e biotecnologia, processamento de alimentos e bebidas, papel e celulose,
biocombustiveis, biorrefinaria e ragdes animais (MONTEIRO, SILVA, 2009).

Alguns exemplos da utilizacdo desses biocatalizadores que podem ser citados
sd0 a sua aplicacdo em industrias téxtil por serem utilizadas durante o processamento de
fibras, reduzindo o volume e o conteudo poluente dos efluentes, sendo uma grande
vantagem em cima dos métodos quimicos (ANDREAUS et al., 2008). Na industria de

couro as proteases degradam a queratina e a elastina presente, também podem ser
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utilizadas em industrias de detergentes. As celulases podem ser utilizadas na industria
de papel e celulose, substituir o uso de pedra polmes na fabricagdo de jeans. Outra
importante utilizagdo estd nas industrias alimenticias, como por exemplo, o uso de
amilases e proteases na panificagdo, na producao de leites e derivados (ORLANDELLI
et al.,, 2012). As lipases sdo amplamente utilizadas nas indUstrias de quimica fina,
tratamento de agua residual, cosmética e ensaios biomédicos (BURKERT, MAUGERI,
RODRIGUES, 2004; ELIBOL, OZER, 2000; KAMINTI et al., 2000).

América Latina representa 3,4% da demanda mundial de enzimas, sendo que o
Brasil ocupa 60% dessa parte. O Brasil apresenta ainda um nimero reduzido de
utilizagdo nos processos industriais quando comparado a paises desenvolvidos. Hoje ¢
um pais importador de enzimas, mesmo apresentando um alto potencial para produzi-las
por possuir uma grande variedade bioldgica e uma abundancia de materiais organicos
(residuos agricolas, como, a palha de arroz, o bagaco de cana, dentre outros) que podem
ser utilizados como substratos de baixo custo. Porém, esse cenario pode mudar através
do avango no mercado de biocombustiveis, além de novas leis e parcerias entre o setor
privado e as universidades (MONTEIRO, SILVA, 2009; BON, FERRARA, CORVO,
2008).

O mercado mundial de enzimas industriais alcancou um valor de US$ 3,3
bilhdes em 2010 (BBC RESEARCH, 2011). Os principais produtores de enzimas estao
localizados na Europa, Estados Unidos e Japdo. O ritmo de desenvolvimento em
mercados emergentes sugere que as empresas da India e da China participem deste
grupo restrito em um futuro muito proximo (SAHA, 2004).

Setores como a industria farmacéutica e de bioetanol chamaram aten¢do
significativa dos investidores por serem autossuficientes no desenvolvimento de novos
produtos, oferecendo novas oportunidades para os fabricantes de enzimas industriais.
Enquanto empresas de tratamentos quimicos, tratamento de efluentes e de papel e
celulose, ndo tém recursos para o desenvolvimento de novos produtos, despertando
menos interesse da industria de biocatalizadores (WALTON, BANERJEE, SCOTT-
CRAIG, 2010).

3.2.1 Tanases

A tanase ¢ uma enzima que hidrolisa ésteres e ligacdes laterais de taninos
hidroliséveis, como 4cido tanico, em glicose e acido galico. E uma enzima extracelular,

induzivel pela presenga de acido tanico, por fungos, bactérias e leveduras, tanto em
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fermentagdo solida, quanto em liquida ou submersa (MUKHERJEE, BANERIJEE,
20006).

A tanase apresenta duas isoformas, uma possui maior atividade sobre a ligacao
éster entre o anel aromatico e o residuo de glicose e a outra possui maior atividade sobre
a ligacdo éster entre os anéis aromaticos, conforme mostrado na Figura 2 (BATTESTIN,
MATSUDA, MACEDO, 2004).

“tanase dﬂpﬂ-idﬂﬂ-ﬂ"
“tanase asurrase HOOC Q
. %
D_
HO OH
Figura 2: Atividade esterase e depsidica (BATTESTIN, MATSUDA, MACEDO,

2004)

A tanase pode ser obtida de fontes vegetais, animais ¢ microbiana, sendo a
microbiana a maior fonte de obten¢do. Os microrganismos podem ser cultivados em
larga escala em curtos periodos de tempo, tendo assim uma producdo continua em altas
quantidades, além do que enzimas produzidas por microrganismos sdo mais estaveis
(MACEDO, MATSUDA, MATTESTIN, 2005).

Uma de suas aplicagdes industriais ¢ na industria de sucos, uma vez que pela alta
concentragdo de taninos depois de armazenados, 0s sucos comecam a apresentar
escurecimento, formacdo de sedimentos, gosto amargo e adstringéncia, com iSso 0
tratamento enzimatico consegue reduzir esses efeitos de forma bem mais eficaz que
processos convencionais (AGUILAR et al., 2007). Outra aplicacdo na industria
alimenticia estd na producdo de chas instantaneos, eliminando complexos soluveis
indesejados devido a complexacdo de polifendis poliméricos presentes no chd com a
cafeina, formados quando a bebida atinge temperaturas inferiores a 4°C. Este problema
pode ser resolvido com adi¢do de compostos quimicos, porém esta técnica influencia
negativamente na qualidade final da bebida. Em contrapartida, o emprego da tanase
promove a diminui¢do da turbidez, aumento da solubilidade em agua e preserva os
conteudos aromaticos do cha (BATTESTIN, MATSUDA, MACEDO, 2004; PINTO et

al., 2005). Assim como na fabricacdo de vinho, onde a tanase pode ser utilizada para
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remover os compostos fenolicos que se oxidam e causam turbidez indesejavel a bebida
(BATTESTIN, MATSUDA, MACEDO, 2004).

Outra aplicacdo da tanase se refere ao tratamento de efluentes proveniente do
processamento de couro. Estes efluentes possuem alta carga de taninos e polifendis que
sdo altamente poluentes. A tanase constitui uma alternativa eficiente para a remogao
destes compostos (GONCALVES, 2010).

Producdo de acido galico e propilgalato a partir de produtos ricos em taninos ¢é
uma aplicacdo industrial desejavel deste biocatalizador, que sdo utilizados como
conservantes e antioxidantes (AGUILAR et al., 2007).

A tanase tem uma ampla utilizagdo industrial, porém o seu alto custo restringe
seu uso. Existem vdarias pesquisas relacionadas ao isolamento e melhoramento de
linhagens para a sua producdo. Estudos nessa area aumentaram o uso da tanase nas

industrias (AGUILAR et al., 2007).

3.2.2 Celulases

Celulase ¢ nome dado as enzimas que estdo evolvidas na degradagdo da celulose.
Podem ser produzidas por microrganismos em condi¢des de aerobiose ou anaerobiose, e
sua importancia estd na obtencdo de agucares utilizando a celulose como fonte de
carbono, hidrolisando a celulose através do rompimento das ligagdes glicosidicas de
suas microfibrilas, obtendo a glicose como produto final (FERREIRA, 2012; DILLON,
2004). A glicose apresenta alto interesse industrial nesse processo devido a sua
possibilidade de conversao em etanol (CASTRO, PEREIRA, 2010).

Existem basicamente trés classes de celulases, classificadas de acordo com a sua
funcionalidade, as endoglucanases, as [-glucosidades e exoglucanases. As
endoglucanases iniciam o processo de hidrélise atuando na regido interna da estrutura
amorfa da fibra celulésica promovendo a hidrdlise aleatoria da ligacdo B-(1-4)-
glicosidicas liberando oligossacarideos de diversos graus de polimerizacdo. As
exoglucanases agem nas extremidades das fibras de celulose e liberam glicoses soluveis
ou celobioses, que sdo compostos formados por duas unidades de glicose. As [-
glicosidades clivam as celobioses, liberando a glicose e finalizando o processo de
sacarificag@o da celulose. Essas enzimas atuam melhor em sinergia do que isoladamente
uma das outras (LYND, 2012; HARGREAVES, 2008).

As celulases possuem grande importancia econdmica por serem aplicadas a uma

ampla gama de atividades industriais. As enzimas do complexo celulolitico sdo
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fundamentais para a transforma¢do da biomassa, produg¢dao de etanol e bioprodutos
(ZHANG et al.,, 2006). Devido a complexidade da biomassa lignoceluldsica, a
conversao requer multiplas atividades enzimdticas. Porém essas enzimas ainda
apresentam um alto custo e a redugdo desses custos ¢ importante para o
desenvolvimento industrial. Estratégias para o uso da celulase em biorrefinarias incluem
um aumento da produtividade volumétrica das enzimas comerciais, produgdo das
enzimas utilizando substratos mais baratos, producdo de coquetéis enzimaticos com
maior estabilidade para processos especificos, além de produzir celulases com maior
atividade especifica sobre substratos solidos (ZHANG et al., 2006).

Os fungos filamentosos sdo os mais utilizados para a producdo de celulases,
porém podem ser produzidas por uma gama de microrganismos, como as bactérias

anaerobicas e aerobicas (LYND, 2012).

3.2.3 Fenoloxidases

As fenoloxidases sdo enzimas que pertencem ao grupo das metaloenzimas, que
sdo os biocatalizadores capazes de degradar lignina. A lignina ¢ um heteropolimero
composto por fenilpropano ligada de forma ndo hidrolisdvel formando uma molécula
extremamente complexa. A lignina torna a parede celular de vegetais rigida
(ARANTES, MILAGRES, 2009; SCHEUFELE, 2011).

As fenoloxidases sdo de extrema importancia, pois podem ser aplicadas na
producdo de etanol de segunda geracdo a partir de residuos lignocelulésicos, além de
degradar poluentes como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, hidrocarbonetos
aromaticos, corantes sintéticos e explosivos (FOLTRAN, 2009).

As fenoloxidades sdo divididas em duas classes: as lacases e as tirosinases. As
lacases possuem trés tipos de adtomos de cobre no centro catalitico e possuem ampla
especificidade de agdo sobre compostos fenolicos ou relacionados. A aplicagdo das
lacases esta na deslignificacdo de residuos lignoceluldsicos para utilizagdo nas industrias
de etanol de segunda geragdo, também na polpagdo e branqueamento na industria de
polpa e papel para eliminacdo da lignina, assim como no clareamento de corantes
provenientes da industria té€xtil e também na oxidagdo de compostos xenobidticos que
sdo encontrados em efluentes (JUNIOR, 2010). Ja as tirosinases atuam, sobre os grupos
fenolicos, catalisando a orto-hidroxilagdo de monofendis a catecois e a desidrogenagao
dos catecois a orto-quinonas, sendo que ap6s algumas horas os subtratos dessas reacdes

precipitam, favorecendo a aplicag¢do dessa enzima o tratamento de efluentes.
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As reacdes de oxidacdo dos compostos fendlicos realizados por essa enzima

podem ser observado na Figura 3.

OH OH
e —_— OH
” ; ] + O, + 3H _PPO_P U * [ + OH, (a)
“ '_:':’ "--\_--:::""J
Fenol Catecol
OH 8]
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T i
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Figura 3: Reagdo de oxidagdo de compostos fendlico por Polifenoloxidase, (a)

atividade monofenolésica, (b) atividade catecolasica (PIGATTO, 2013).

3.3 Producio de enzimas bacterianas

O dominio Bacteria engloba uma diversidade de microrganismos que
conseguem utilizar diversas fontes energéticas, apresentando uma grande variedade de
vias metabolicas e a capacidade em produzir e degradar varios compostos organicos e
inorganicos. Sdo capazes de adaptar aos mais diversos climas e microambientes
(GLAZER, NIKAIDO 2007), essa capacidade de adaptacdo faz com as bactérias
consigam suportar alteragdes de temperatura, pH, pressao, concentracao de nutrientes e
recursos (MARCIANO, SOARES, BARRETO, 2016).

Os microrganismos sintetizam inimeros compostos de interesse industrial, como
vitaminas, antibioticos, acidos organicos e enzimas. Dentre esses metabolitos, as
enzimas sao as mais utilizadas em processos industriais.

O uso de microrganismos na produgdo de biocatalizadores deve respeitar
algumas exigéncias importantes, tais como: ndo ser patogénicos, ndo exigir condi¢des
de processo muito complexas, ndo exigir meios de cultura de alto custo, apresentar
constancia no comportamento fisiologico (VIEIRA, FERNANDES, 2012).

A obtencdo de microrganismos produtores de enzimas de interesse industrial
pode ser feita de diversas formas, como isolamento de recursos naturais (solo, ar, aguas,
plantas, alimentos ou 6rgdo), obtencdo de mutantes naturais ou induzidos por métodos
convencionais ou através de microrganismos recombinantes (VAZ, PRADO,

CARVALHO, 2007).
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A utilizacdo de meios sélidos se tornou a forma mais eficiente para o isolamento
de microrganismos devido ao fato de que as células vidveis originam colonias que
podem ser vistas a olho nu e sendo assim as mesmas podem ser transferidas para outro
meio fresco sem a presenga de outros contaminantes. Mesmo sendo empregadas ha mais
de 100 anos em bioprocessos, as culturas puras continuam com uma significativa
importancia econdmica (LYND et al., 2008).

Apbés a obtengdo da cultura pura, ¢ necessario avaliar a capacidade do
microrganismo na producdo de enzimas de interesse com atividades promissoras
visando a sua aplicagdo em processos industriais. Uma forma de avaliag@o ¢ através de

testes bioquimicos, como a coloragdo de Gram e o crescimento em meios seletivos.
3.3.1 Teste de Gram

O teste de Gram foi desenvolvido em 1884 pelo dinamarqués Hans Christian
Gram e até hoje é um dos testes mais simples para divisdo das bactérias em dois grandes
grupos: Gram-positivas e Gram-negativas. O método consiste em tratar sucessivamente
um esfregago bacteriano, fixado pelo calor, com os reagentes de cristal violeta, lugol,
etanol-acetona e fucsina bdsica. As bactérias que adquirem a coloragdo azul violeta sdo
chamadas de Gram-positivas e aquelas que adquirem a coloragdo vermelho sdo
chamadas de Gram-negativas, como pode ser observado na Figura 4. Isso se deve a
composicao da parede celular, nas bactérias Gram-positivas, a parede celular consiste de
muitas camadas de peptideoglicana, formando uma estrutura rigida, com isso a parede
retém o cristal violeta no citoplasma, enquanto a parece das Gram-negativas nao

consegue reter (TORTORA, FUNKE, CASE, 2011).

Bacterias Bactérias
Gram-positivas Gram-negativas
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Figura 4: Visualizagdo microscopica de bactérias Gram positivas € Gram negativas.
Fonte: AbcMed

3.3.2 Meios de cultura microbianos

Os meios de cultura sdo comumente utilizados em laboratorios de pesquisa. A
finalidade do meio de cultura é proporcionar os nutrientes necessarios as bactérias. Os
meios de cultura podem ser encontrados em forma soélida, liquida ou semi-so6lida. Os
meios de cultura enriquecidos sdo utilizados para o desenvolvimento de bactérias em
geral, pois possui os nutrientes basicos para o crescimento de qualquer microrganismo.
Os meios seletivos inibem o crescimento de alguns grupos de microrganismos
permitindo assim o crescimento de outros (ANVISA, 2004).

Alguns meios de cultura foram utilizados durante o desenvolvimento deste
trabalho e suas principais caracteristicas estdo listadas abaixo.

O meio de cultura Agar Eosina é utilizado para isolar bactérias Gram negativas
encontradas em diferentes amostras, mas principalmente de bacilos entéricos, por conter
lactose em sua composicdo e consegue separar as bactérias em grupos que
fermentadores de lactose e ndo fermentadores. O meio é composto de agar, lactose,
sacarose, fosato dipotdssio, eosina y, azul de metileno e extrato de carne (BD, 2013).

O meio Simmons Citrate teste determina se a bactéria € capaz de utilizar o
citrato de s6dio como unica fonte de carbono para o seu metabolismo e crescimento. Os
meios capazes de metabolizar o citrato crescem com exuberancia, o meio ¢ alcalinizado
e por isso quando ocorre fermentagdo ele muda sua cor para azul escuro depois de 48
horas. E recomendado para o crescimento de bacilos entéricos Gram negativos. A sua
formulagdo ¢ composta por agar, di-hidrogenofosfato de amonio, fosfato dipotassico,
cloreto de sodio, sulfato de magnésio e azul de bromotimol (ACUMEDIA, 2011).

O Agar Manitol é um meio utilizado para detecgdo de estafilococos. Quando
ocorre a degradagdo do manitol em acidos ele pode produzir duas cores, amarelo ou
rosa. E composto por agar, protease peptona n’ 3, extrato de carne, D-manitol, cloreto

de sdédio e vermelho de fenol (BRITO, 2010).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Isolamento e cultivo de bactérias do estomago e intestino do peixe

Curimbata
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Os 6rgdos do peixe Curimbata foram conservados em 30 mL de solugdo salina
0,85%. A partir desta solugdo, foram realizadas dilui¢des seriadas decimais de 107!, 1072,
102,10, 103, 105, 10”7. De cada diluigdo, retirou-se 100l e transferiu-se para placas
de Petri contendo meio Agar Nutriente, contendo 3 g.L"! de extrato de carne, 5 g.L"! de
peptona e 15 gL' de 4gar. As placas foram incubadas por 5 dias a 36°C. Apds o
crescimento das bactérias, as colonias foram selecionadas, isoladas e repicadas para

placas de Petri contendo o meio Agar Nutriente.
4.2 Teste de Gram

Para avaliar grande grupo as bactérias isoladas pertenciam, foi realizado o teste
de coloragdo de Gram. Primeiramente foi preparado um esfregagco em uma lamina de
vidro com uma porg¢do de bactérias e uma gota de dgua destilada, apds secar a 1dmina
foi passada no bico Bunsen para fixagdo da amostra. Foram adicionadas algumas gotas
de cristal violeta por 1 minuto e depois lavou-se com agua destilada. Em seguida
adicionou-se solug¢do de lugol por 1 minuto e meio e depois lavou-se com agua
destilada. Rapidamente a lamina foi lavada com alcool absoluto e posteriormente com
agua destilada. Adicionou-se corante safranina por 30 segundos e lavou-se novamente
com agua destilada. As laminas foram secadas com cuidado para ndo remover o

esfregaco e examinadas em microscopio 6tico.
4.3 Crescimento em meios seletivos

Para a caracterizacdo bioquimica das bactérias isoladas, as mesmas foram
crescidas em meios sintéticos seletivos. O primeiro meio avaliado foi o Agar Eosina,
composto por 10 g.L'! de peptona de carne, 3 gL' de lactose, 2 gL' de fosfato
dipotassico, 0,4 g.L! de eosina Y, 0,065 g.L"! de azul de metileno, 5 g.L"! de sacarose e
15 g.L! de 4gar. O segundo meio foi o Agar Manitol, composto por 10 g.L! de protease
peptona n° 3, 1 g.L'! de extrato de carne, 10 g.L'! de D-manitol, 75 g.L! de cloreto de
sodio, 0,02 gL' de vermelho de fenol e 15 gL' de 4gar. O terceiro meio foi o
Simmons Citrate, composto por 0,20 gL' de sulfato de magnésio, 1 gL' de di-
hidrogenofosfato de amonio, 1 g.L"'de fosfato dipotassico, 5 g.L! cloreto de sodio, 2
g.L"'de citrato de sédio e 0,08 g.L"! de azul de bromotimol. Apds 5 dias inoculadas a

36°C analisou a fermentacao de cada colonia nos meios estudados.
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4.4 Testes qualitativos da atividade enzimatica dos microrganismos
isolados

4.4.1 Atividade enzimatica da tanase

Para avaliar a atividade da enzima tanase, os microrganismos foram inoculados
em meio sintético enriquecido com 1% 4cido tanico, composto por: 3,0 g.L-! NaNOs3,
1,0 g.L" (NH4)2S04, 0,5 gL' MgSO4, 0,5 gL' KC1, 10 mg.L! FeS04.7H,0, 10 g.L"!
4cido tanico, 30 g.L ! 4gar, por 5 dias a 36°C . Apds este periodo mediu-se o didmetro
dos halos castanhos formados em voltas das colonias, indicando a degradagdo do acido

tanico (NADAF, GHOSH, 2011). Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

4.4.2 Atividade enzimatica da celulase

Para realizar a avaliagdo qualitativa da atividade da celulase, os microrganismos
isolados foram transferidos com o auxilio de uma algca para o meio sintético
Carboximetilcelulose (CMC 1%), composto por: 3 g.L ' NaNO;, 1 g.L'! (NH4)2SO04, 0,5
gL' MgSO04, 0,5 gL' KC1, 10 mg.L"!' FeS04.7H,0, 10 g.L'' CMC, 20 g.L' agar, por
5 dias a 36°C (BORTOLAZZO, 2011). Para a visualizagdo do halo de hidrdlise, a
superficie da placa foi coberta com uma solugdo de vermelho congo 0.1% por 30
minutos, em seguida o excesso foi descartado e a placa foi lavada com uma solugao de
NaCl 1,0M,. Os halos transltiicidos formados, que indicam a atividade da celulase, foram
medidos com auxilio de um paquimetro. Todos os ensaios foram realizados em

duplicata.

4.4.3 Atividade enzimatica da fenoloxidase

Para avaliar a produgcdo da enzima fenoloxidase, os microrganismos isolados
foram incubados em meio dgar malte acrescido de 0,5% de 4cido gélico, composto por
30 g.L! de 4gar malte, 5 g.L'! 4cido galico; 4gar, durante 5 dias a 36°C. Decorrido este
periodo, mediu-se o diametro dos halos de cor ambar formados em volta da colonia, que
comprovam a agdo da fenoloxidase (CONCEICAO et al., 2005). Todos os ensaios

foram realizados em duplicata.

4.4.4 Determinagio do Indice Enzimatico (IE)

Para a determinagdo enzimatica extracelular por difusdo radial em meio soélido,

avaliou-se a relagdo direta entre o didmetro médio do halo de degradacdo e o diametro
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médio da colonia expressa como indice enzimatico (IE), conforme a Equagdo 1.
Segundo Lealem e Gashe (1994) para considerar um micro-organismo bom produtor de

enzimas extracelular o indice enzimatico deve ser maior ou igual a 2.

E=

c

Equacao (1)

Sendo:
Oc : Diametro da colonia (cm);
On . Diametro do halo (cm).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento dos microrganismos do intestino e estomago do peixe
Curimbata

Apods a etapa de isolamento e cultivo dos microrganismos, foram obtidas

coldnias de cinco cepas diferentes. Estas foram denominadas com os seguintes codigos:

BII (bactéria 1 isolada do intestino), BI2 (bactéria 2 isolada do intestino), BI3 (bactéria

3 isolada do intestino), LE1 (levedura 1 isolada do estdémago) e BE2 (bactéria 2 isolada

do estomago). Na Figura 5 encontram-se as colonias isoladas dos 6rgdos do peixe

Curimbata e seus respectivos codigos.
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Figura 5: Cepas de microrganimos isolados do intestino e estomago do peixe

Curimbata
5.2 Teste de identificacio morfologica

Foram preparados esfregacos com as colOnias encontradas e realizada a
coloracdo, logo apds as amostras foram observadas em microscopio optico com
aumento de 1000X com a utilizagao de oléo de imersao. Na Figura 6 é possivel observar

as imagens obtidas por microscopia e na Tabela 1 os resultados encontrados.
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Figura 6: Visualizagdo microscopica da coloragdo de Gram dos microrganismos
isolados.

Tabela 1: Resultado do teste de coloragdo de Gram para os microrganismos isolados

Microrganismo Coloracao Classificacao
BI1 Roxo Bactéria Gram Positivo
BI2 Vermelho Bactéria Gram Negativo
BI3 Vermelho Bactéria Gram Negativo
LE1 - Levedura
BE2 Roxo Bactéria Gram Positiva

Por meio da coloracdo de Gram, foi possivel dividir as colonias encontradas em
dois grandes grupos, as Gram-positivas ¢ as Gram-negativas. Observou-se uma
heterogeneidade entre as bactérias, visto que duas pertencem as Gram-positivas (BI1 e
BE2) e duas as Gram-negativas (BI2 e BI3) (Tabela 1). Ao realizar esse teste também
foi possivel observar que a colonia LE1, devido a estrutura morfologica e o tamanho das

suas células foi possivel deduzir ser uma levedura (Figura 6).

23



5.3  Teste de identificacao bioquimica

As cepas foram crescidas em trés diferentes meios seletivos a fim de identificar
algumas propriedades bioquimicas. Na Figura 7, observa-se o crescimento em meio
Agar Eosina/Lactose, na Figura 8 o crescimento em meio Simmons Citrate e na Figura

9 o crescimento em meio Agar Manitol.

Figura 7: Linhagens dos microrganismos isolados do intestino e estdmago do peixe

Curimbata ap6s 5 dias de incubagio em meio Agar Eosina/Lactose
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Figura 8: Linhagens dos microrganismos isolados do intestino e estdmago do peixe

Curimbatd ap6s 5 dias de incubagdo em meio Simmons Citrate

Figura 9: Linhagens dos microrganismos isolados do intestino e estdmago do peixe
Curimbata apos 5 dias de incubagdo em meio Agar Manitol
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A Tabela 2 apresenta a capacidade de crescimento dos microrganismos isolados
nos meios solidos seletivos estudados.

Tabela 2: Relacdo do crescimento das cepas isoladas nos meios seletivos, sendo (+)
presenga de colonias e (-) auséncia de coldnias.

BIl BI2 BI3 LEl BE2

Agar Eosina/Lactose - - - + -
Simmons Citrate - - - - -

Agar Manitol + - + - +

Em relagdo a bactéria BI1, pode-se observar o seu crescimento em meio agar
manitol com mudanga da coloragdo do meio para amarelo, esse resultado indica que a
mesma pertence ao grupo de estafilococus com resultado positivo para o teste de
coagulases (Figura 9). Os estafilococus podem ser divididos em dois grandes grupos, os
que produzem as enzimas coagulases e os que ndo produzem, as enzimas coagulases sao
extracelulares e coagulam o sangue (ANDRADE et al., 2011). As mesmas observagdes
podem ser feitas com a bactéria BE2, que apresentou crescimento equivalente neste
meio, além disso, essas duas bactérias sdo Gram positivas e suas coldnias possuem
crescimento e coloracdo semelhantes em meio dgar nutriente, sendo bem provavel que
se tratam de bactérias da mesma espécie (Tabela 1). A bactéria BI3 também apresentou
crescimento no meio Agar Manitol, porém apresentou coloragdo rosa, mostrando
pertencer ao grupo de estafilococus com resultado negativo para a enzima coagulase.

Segundo mostrado na Figura 7, a levedura LE1 apresentou um bom crescimento
no meio agar Eosina/Lactose, mostrando seu potencial em utilizar lactose como fonte de
carbono. Sendo que leveduras fermentadoras da lactose possuem a capacidade de
promover a fermentagdo alcoodlica. Segundo Embalé (2014), as mesmas poderao
pertencer aos géneros de Kluyveromyces, Debaryomyces, Yarrowia, Candida e
Saccharomyces.

Observa-se que a bactéria BI2 ndo teve um crescimento visivel em nenhum dos
meios seletivos estudados (Tabela 2). Da mesma forma, todas as coldnias isoladas nao
apresentaram crescimento no meio Simmons Citrate. O dgar citrato de Simmons ¢
utilizado na identificagdo de bactérias, principalmente as enterobactérias Gram-
negativas, que o citrato utilizam como fonte de carbono. Os individuos da familia

Enterobacteriaceae sdo bastante conhecidos, alguns pertencem a microbiota normal dos
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intestinos de seres humanos e animais como a Escherichia coli, outros como habitantes
do solo ou da 4gua e outros podem estar implicados em varios processos patogénicos,
incluindo, por exemplo, os géneros Salmonella, Proteus, Shigella e Yersinia
(ACUMEDIA, 2011).

O crescimento em meios seletivos assim como o teste de Gram possibilita
conhecer algumas particularidades dos microrganismos como seu género, fontes de
nutrientes ¢ divisdo em grandes grupos. Porém so6 por meio de técnicas de biologia

molecular € possivel identificar as espécies das coldOnias isoladas.

5.4 Ensaios da atividade enzimatica dos microrganismos isolados
5.4.1 Atividade tanasica

Apds a incubagdo das cepas isoladas no meio sintético enriquecido com acido
tanico foi possivel observar a formacdo de halos de coloragdo castanha nas coldnias

BI1, BI3 e LE1, como pode ser visto na Figura 10.

g

Figura 10: Linhagem de microrganismos isolados do intestino e estomago do peixe
Curimbata ap6s 5 dias de incubag¢do em meio sintético contendo 1% 4cido tanico (m/m).
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A forma¢do de halos de hidrdlise pelos microrganimos isolados indica a
degradagdo do 4cido tanico e consequentemente a produgdo extracelular da enzima

tanase . O diametro dos halos formados pode ser verificado na Tabela 3.

Tabela 3: Tamanho dos halos de hidrélise formados para os microrganismos isolados
do intestino e estomago do peixe Curimbata

Microrganismo Diftmgtro da  Diametro do h}di(’:e.
colonia (cm) halo (cm) Enzimatico
Bl 0,6 0,9 15
BI2 - - -
BI3 0.8 1,0 1,25
BE2 - - -
LEI 0,5 0,8 1,6

Para determinacdo do Indice Enzimatico foi utilizada a razdo entre o didmetro do

halo e o didmetro da coldnia.

Apesar da producdo da tanase pelos microrganismos isolados BI1, BI3 e LE1,
segundo Lealem e Gashe (1994) para considerar um microrganismo bom produtor de
enzimas extracelulares o seu indice enzimatico (IE) deve ser maior ou igual a 2.
Nenhuma das cepas apresentou este indice, porém como pode ser observado a cepa que
apresentou maior IE foi a levedura isolada do estomago do peixe (LE1) seguida da BII
(bactéria 1 isolada do intestino do peixe), apresentando um potencial para producao

desta enzima.
5.4.2 Atividade celulolitica

Ap0s a incubagdo das cepas isoladas no meio sintético enriquecido com 1% de
carboximetilcelulase foi possivel observar a formacdo de halos de descoloracdo da
solugdo vermelho congo 0,1% nas colonias BIl, BI2, BI3, LE1 ¢ BE2, conforme

observado na Figura 11.
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Figura 11: Linhagens dos microrganismos isolados do intestino e estdmago do peixe
Curimbata ap6s 5 dias de incubagdo em meio sintético contendo 1% CMC (m/m).

A formagdo de halos claros no meio com coloracio vermelha indica a

degradagdo da celulose, como unica fonte de carbono. Os microrganimos apresentaram

halos com didmetros significativos (Tabela 4), indicando uma producgdo extracelular

elevada da enzima celulase. O didmetro dos halos formados podem ser verificados na

Tabela 4.

Tabela 4: Diametros dos halos de hidrolise da enzima celulase produzida pelos
microrganismos isoladas do intestino e estobmago do peixe Curimbata

Col6nia Diametroda  Diametro do Indice
coldnia (cm) halo (cm) Enzimatico
BI1 1,8 6,7 3,72
BI2 6,0 9,0 1,5
BI3 1,2 7,5 6,25
LEI 1,0 8,5 8,5
BE2 1,2 7,5 6,25
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De acordo os indices enzimaticos apresentados na Tabela 4, observou-se que
todas as cepas isoladas apresentaram um bom rendimento para produgdo da enzima
celulase, com destaque para os microrganismos BI3, LE1 ¢ BE2, que foram capazes de
produzir um IE (Indice Enzimatico) maior que 2,0 (Lealem e Gashe, 1994).
Microrganismos degradores de celulose sdo considerados de grande interesse industrial,

especialmente para as industrias de papel e celulose e etanol de segunda geragao.
5.4.3 Atividade da enzima fenoloxidase

Para identificar as cepas produtoras da enzima fenoloxidase, foi utilizado um
meio solido enriquecido com acido galico. A formacdo de halos de coloragdo dmbar

indica a produg¢do da enzima (Figura 12).

Figura 12: Linhagens dos microrganismos isolados do intestino e estomago do peixe
Curimbata ap6s 5 dias de incubagdo em meio sintético contendo 0,5% de acido galico.

Conforme mostrado na Figura 12 observou-se que, a linica cepa que apresentou
a formagao do halo foi a LE1. O didmetro do halo de hidrolise pode ser conferido na

Tabela 4.
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Tabela 4: Diametro do halo formado Pela levedura LE1 isolada do estdmago do peixe

Curimbata
Colénia Diametro da  Diametro do Indice
colonia (cm) halo (cm) Enzimatico
LEI 1,0 2,8 2,8

Segundo mostrado pela Tabela 4, o indice enzimatico apresentado pela levedura
LE1 foi > 2,0, mostrando dessa forma o seu alto potencial para producdo dessa enzima.
A obtencdo de microrganismos produtores de fenoloxidase ¢ de interesse industrial,
devido a sua capacidade de hidrolisar compostos fendlicos presentes em efluentes
lignoliticos provenientes, principalmente, da industria téxtil e de papel e celulose

(JUNIOR, 2010).

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os microrganismos estudados apresentaram caracteristicas interessantes do ponto de
vista biotecnologico. A levedura LE1 foi capaz de fermentar lactose em meio solido,
além de apresentar um potencial para a produgdo das enzimas tanase, celulase e
fenoloxidase, nos ensaios enzimaticos qualitativos realizados. Da mesma forma, as
bactérias BI1 (Gram positivo) e BI3 (Gram negativo) tiveram um resultado positivo na
producdo da enzima tanase. Por outro lado, todas as bactérias isoladas (BI1, BI2, BI3 e
BE2) mostraram ser promissores na produ¢do da enzima celulase. Sendo assim, conclui-
se que, o isolamento de microrganismos a partir de residuos provenientes da industria
pesqueira mostrou-se ser uma alternativa sustentavel para a produgdo de enzimas de
interesse biotecnoldgico, uma vez que apos a utilizacdo destes, os mesmos seriam
descartados de forma correta, causando um menor dano ambiental. As enzimas
estudadas neste trabalho possuem aplicagdes em diversos processos biotecnologicos
como, por exemplo, degradagdo de materiais lignocelulésicos para a produgdo de
biocombustiveis, tratamentos de efluentes, industria alimenticia e sintese de compostos

quimicos de interesse industrial.
7. PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliagdo quantitativa e caracterizagdo da atividade enzimadtica dos extratos brutos

obtidos a partir do cultivo dos microrganismos isolados do peixe Curimbata.
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