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RESUMO: As amilases sdo enzimas que
hidrolisam moléculas de amido liberando
diversos produtos incluindo dextrinas e
progressivamente pequenos  polimeros
compostos por unidades de glicose.
A apresentam grande importancia na
biotecnologia com um amplo campo de
aplicacdes, como por exemplo na industria
de alimentos, em cervejarias e bebidas
fermentadas, na industria de papel e
celulose, industria quimica e farmacéutica,
na producdo de vitaminas e antibi6ticos.
Este trabalho teve como objetivo,
isolar, caracterizar e selecionar bactéria
produtoras de amilase, provenientes de

Data de aceite: 21/03/2024

amostras oriundas de mandioca, milho,
pao embolorado, cereais, racdo de peixe,
farinha de tapioca, gréos de feijao, arroz e
do solo. Foram isoladas um total de doze
bactérias produtoras de amilase, sendo que
destas, a bactéria isolada da raiz de milho,
posteriormente chamada de Bacillus sp.
MR1 apresentou o maior indice de atividade
enzimatico (4,06 cm) demostrando potencial
para produzir a enzima a-amilase.
PALAVRAS-CHAVE: Fermentacao,
Atividade enzimatica, Enzimas.

ISOLATION, IDENTIFICATION
AND SELECTION OF a-AMYLASE
PRODUCING BACTERIA

ABSTRACT: Amylases are enzymes that
hydrolyze starch molecules, releasing
various products including dextrins and
progressively small polymers composed
of glucose units. It is of great importance
in biotechnology with a wide field of
applications, such as in the food industry, in
breweries and fermented drinks, in the paper
and cellulose industry, in the chemical and
pharmaceutical industry, in the production
of vitamins and antibiotics. This work aimed
to isolate, characterize and select amylase-
producing bacteria from samples from

Engenharia quimica: qualidade, produtividade e inovacéao tecnolégica

Capitulo 2

"



cassava, corn, moldy bread, cereals, fish feed, tapioca flour, bean grains, rice and soil. A total
of twelve amylase-producing bacteria were isolated, these being a bacterium isolated from the
corn root, later called Bacillus sp. MR1 presented the highest enzymatic activity index (4.06
cm) demonstrating the potential to produce the a-amylase enzyme.

KEYWORDS: Fermentation, Enzymatic activity, Enzymes.

11 INTRODUGAO

As amilases representam um dos mais importantes grupos de enzimas dentro do
campo da biotecnologia. A a-amilase é uma enzima que cliva as ligagdes a-1,4 do amido
liberando unidades de glicose e dextrinas. Estas enzimas tém numerosas aplicagdes
industriais e biotecnolégicas, incluindo a sua utilizacdo na sacarificagdo do amido para
produgéo de etanol (RODRIGUEZ et al., 2006).

Segundo Barato et al. (2011), a ampla diversidade quanto as caracteristicas das
enzimas potencializa sua aplicagéo em diferentes processos na industria, assim, frente a
demanda por novas hidrolases com prospeccao de aplicabilidade no setor industrial, ha um
estimulo natural pela exploracao da biodiversidade microbiana, com o isolamento e selecao
de novas cepas produtoras de enzimas.

Microrganismos isolados da prdépria matéria prima, que sera empregada como
substrato, na fermentacao, representam uma alternativa promissora, uma vez que estes
microrganismos estdo mais adaptados a composicdo quimica da fonte nutricional e,
portanto, mais habeis para metabolizarem o substrato.

Diante da necessidade do setor agroindustrial em obter enzimas com novas
caracteristicas, assim como, substratos alternativos para cultivo, especialmente de menor
custo, o presente trabalho objetivou o isolamento e selegcdo de bactérias oriundas de

diferentes fontes e com capacidade para produzirem enzimas amiloliticas.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Meios de cultura

Para o isolamento das culturas bacterianas foram utilizados os meios M1 e M2, cujas
composicdes sdo apresentadas na tabela 01.

Concentracao (g/L)
Componentes
M1 M2
Amido 0,5 5,0
Extrato de carne 3,0 3,0
Peptona 5,0 5,0
Agar bacteriol6gico - 20,0

Tabela 01. Composi¢ao dos meios de cultura utilizados para o isolamento de microrganismos
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2.2 Meio de cultura para a manutencgéo das cepas

As bactérias foram conservadas em tubos de eppendorf, contendo 1 mL meio de
crescimento e 1 mL de glicerol a 20%. Apos este processo, as culturas foram mantidas sob
congelamento a -10°C, para diminuir o metabolismo celular, até futura necessidade de uso.

2.3 Meio de cultura para o crescimento dos microrganismos

O meio empregado no crescimento das culturas bacterianas esta descrito na tabela

02.

Componente COnc(Zl;El)'agéo

Amido 50

Extrato de levedura 3,0

Peptona 5,0

MgSO0,.7H,0 06

(NH4)2S04 6.0

KH,PO, 50

Tabela 02. Composicao do meio de cultura utilizado para o crescimento dos microrganismos produtores
de alfa amilase

2.4 Coleta de amostras

Foram coletadas amostras de mandioca, milho, pao embolorado, cereais, racéo de
peixe, farinha de tapioca e gréos de feijao e arroz. Todas as amostras foram acondicionadas
em sacos plasticos.

2.5 Isolamento dos microrganismos

Cerca de 5 g, de cada amostra, foram incubadas em frascos de erlenmeyers de 125
mL de capacidade, contendo 20 mL do meio M1 (Tabela 1), em agitador rotativo a 150 rpm,
a 35°C, durante 72 horas.

Para o isolamento foi utilizada a técnica de plaqueamento em superficie usando o
meio M2 (Tabela 2). Assim, foram tomadas aliquotas de 1 mL, de cada meio, realizando-
se diluicbes decimais seriadas de 10" a 10 em solugéo fisiolégica, sendo 0,1 mL de cada
diluicdo distribuida, com auxilio de al¢a de Drigalsky, na superficie do meio em placas de
Petri. As culturas foram sucessivamente plagueadas, tantas vezes quantas necessarias,
até a obtencao de culturas puras, o que foi comprovado por observacées morfoldgicas
macroscopicas das colénias formadas e pela analise da morfologia microscépica pela
observagdo de preparacdes coradas pelo método de Gram (MADIGAN; MARTINKO;
PARKER, 2003).
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2.6 Selecao preliminar de microrganismos produtores de a-amilase

A selecdo de bactérias produtoras de a-amilase foi realizada segundo Mariano e
Silveira (2005), com algumas modificacdes. As bactérias foram inoculadas em placas de
Petri com meio M2. As placas foram incubadas a 30°C por 72h e, em seguida, realizadas
as leituras.

Para tanto, foram adicionados 5 ml de solugcéo de iodo-KI 0,01N (solucéo lugol) e
mantido por 20 min, em seguida, a solucéo foi descartada e observado a presenca de um
halo claro em torno da colbnia, indicando secrecao de amilase. Os experimentos foram
realizados em triplicata e para aquelas linhagens que apresentaram halo visivel, a atividade
amilolitica das linhagens foi estimada mediante um indice enzimatico (IE), que expressa a

relagédo do diametro médio do halo de hidrélise e o didametro médio da coldnia.

2.7 Avaliacao das caracteristicas morfologicas de bactérias

A avaliacdo das caracteristicas morfologicas € o primeiro passo para a identificacdo
de um novo grupo taxonémico de microrganismos. Essas caracteristicas podem identificar
diferencgas fisioldgicas importantes em microrganismos, os quais podem ser detectados,
posteriormente, mediante estudos mais refinados (PELCZAR et al., 1981).

Caracteristicas culturais relevantes que podem ser avaliadas sdo o tempo de
formacao de coldnias isoladas e alteragdo do pH do meio de cultura com azul de bromotimol
como identificador de diferencas fisioldégicas entre géneros (KRIEG; HOLT, 1984). Além
destas, outras caracteristicas utilizadas sado producdo de exopolissacarideos, tamanho,
cor, borda, forma e aspecto da col6énia (ODEE et al., 1997).

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Isolamento e selecado de microrganismos produtores de a-amilase

Foram coletadas amostras de raspas de casca de tubérculo, raizes e, também, do
solo da plantacdo de milho e mandioca, amostras de pdo embolorado, cereais, racédo de
peixe, farinha de tapioca, gréos de feijao e arroz. Estas amostras foram diluidas em agua
e inoculadas. A partir destas amostras foram isoladas, aproximadamente, 40 linhagens
bacterianas, cujo processo de selecdo, encontra-se esquematizado na tabela 03.

Etapa da selecao Linhagens
Linhagens 40
Pré selegéo — Linhagens formadoras de halo de hidrélise 12
Linhagem selecionada 1

Tabela 03. Processo de selecéo da linhagem bacteriana
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As linhagens isoladas foram testadas, inicialmente, quanto a sua capacidade de
utilizacdo do amido como fonte de energia através do teste da solugéo de iodo-Kl, ou seja,
por indice de atividade enzimatico (IE), sendo a medida realizada no periodo de 72 horas. A
partir deste experimento (sele¢éo de microrganismos produtores de amilase) foram obtidos
12 isolados (denominados de cepa 1 a 12), conforme tabela 04.

Isolados IE em 72 horas Origem

Cepa 1 2,51 Tubérculo mandioca
Cepa 2 3,60 Raiz mandioca
Cepa 3 1,42 Solo (plantagéo mandioca)
Cepa 4 2,43 Grao milho
Cepa 5 4,06 Raiz milho
Cepa 6 1,08 Solo (plantagéo milho)
Cepa7 2,06 Cereais

Cepa 8 1,76 Pao

Cepa 9 2,10 Racéo de peixe
Cepa 10 1,89 Farinha de tapioca
Cepa 11 1,05 Graos de arroz
Cepa 12 0,54 Graos de feijao

Tabela 04. indice IE, calculado ap6s 72 horas de cultivo, em relagéo & produgéo de amilase

Observa-se, que 6 isolados (60%) apresentaram IE superior a 2,0, ap6s 72 horas
de incubacéo. Os valores encontrados foram superiores aos descritos por Oliveira et al.
(2007), que identificaram atividade enzimatica maior que 2,0 somente em 37% das cepas
isoladas, demonstrando os potenciais desses isolados na produgdo da enzima, assim
como a adequacdao das fontes para o isolamento. Para avaliagdo do potencial enzimatico,
alguns autores recomendam o indice enzimatico (IE) maior ou igual a 2,0. Dessa forma, os
isolados que exibiram os maiores |IE nos meios de crescimento, sdo 0s que possuem maior
atividade enzimatica extracelular (OLIVEIRA et al. 20086).

Dentre as cepas de maior IE, a cepa 5 foi a que apresentou melhor resultado
(4,06 cm), sendo esta escolhida para continuidade da pesquisa. Os demais isolados, que
apresentaram um |E superior a 2,0, foram congelados e armazenados para trabalhos
futuros.

3.2 Identificacao parcial dos microrganismos

Foi realizado o estudo morfolégico das colbénias analisando as caracteristicas
apresentadas pelos microrganismos ao crescerem em meios de cultura, as quais
demonstrem expressdes fenotipicas do seu material genético, tornando-se uteis a sua

identificagdo. Embora muitas vezes elas sejam consideradas de importancia secundaria e
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utilizadas apenas na identificacdo preliminar, em muitos casos, sdo essenciais e, as vezes,
representam a Unica caracteristica que permite a distingéo e a identificacdo das espécies
(ANDRADE, 2008).

Na tabela 05, estdo apresentadas as caracteristicas morfoldgicas observadas para

os isolados.

Bactéria Cor Elevacao Borda traagft’f:i/ da Usn;i::’/ A‘I\gailcl?r)\/o
Cepa 1 Amarela Elevada Irregular Opaca Umida Acido
Cepa 2 Amarela Achatada Irregular Opaca Umida Alcalino
Cepa 3 Branca Elevada Irregular Opaca Umida Alcalino
Cepa 4 Amarela Achatada Irregular Opaca Umida Alcalino
Cepa 5 Amarela Achatada Irregular Opaca Umida Alcalino
Cepa 6 Branca Elevada Irregular Opaca Umida Alcalino
Cepa?7 Branca Achatada Puntiforme Opaca Umida Alcalino
Cepa 8 Amarela Achatada Irregular Opaca Seca Alcalino
Cepa 9 Branca Elevada Circular Translcida Seca Alcalino

Cepa 10 Amarela Achatada Puntiforme Opaca Umida Alcalino
Cepa 11 Branca Achatada Irregular Transltcida Seca Alcalino
Cepa 11 Branca Achatada Irregular Translcida Seca Alcalino

Cepa 12 Branca Elevada Puntiforme opaca Umida Alcalino

Tabela 05. Avaliagdo morfolégica dos isolados e avaliagdo quanto a producgédo de acido/base

Dos 12 microrganismos isolados, 50% apresentaram coloragcdo amarela e os outros
50% coloragédo branca. Foram observadas col6nias achatadas e elevadas, com bordas
puntiforme, circular e irregular. Em relagéo a umidade, 25% das colbnias sdo secas e 75%
sdo Umidas, apresentando aspecto opaco e translicido. No que concerne ao pH, somente
a cepa 1 exibiu carater acido, sendo as demais carater basico.

ApOs a selecdo do microrganismo desejado (cepa 5), esta, também, foi identificada
por microscopia o6tica. A técnica de coloragdo de Gram aliada a observacao de laminas a
fresco foi utilizada para diferenciar os grupos de bactérias (FREITAS; PICOLI, 2007).

A andlise da cultura microbiana selecionada, através de preparagbes coradas pelo
método de Gram, revelou a presenca de formas de bastonetes retos, pequenos e finos,
de mesma morfologia e Gram-negativa. Baseando-se, nas caracteristicas morfologicas
microscopicas e macroscopicas apresentadas pelos microrganismos foram identificados
como Bacillus sp (Figura 01).
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Figura 01. Bactéria MR1 gram-negativa
Fonte: (Autor, 2022).

De acordo com Van Der Maarel, et al. (2002) as amilases sdo encontradas em
microbios, plantas e animais, mas industrialmente importantes enzimas comerciais séo
produzidas a partir de micrébios. Entre todas as fontes de amilase, as bactérias séo as
mais significativas por causa do espaco limitado e curto periodo de tempo necessario para
0 seu cultivo e sua viabilidade para a genética manipulacao (SELVAMOHAN; SHERIN,
2010).

Varios microrganismos diferentes sao relatados para produzir amilases
extracelulares. Comercialmente, a a-amilase € produzida, principalmente, a partir do género
Bacillus. Entre muitas espécies, Bacillus subtilis, B. stearothermophilus, B. licheniformis e
B. amyloliquefaciens sao relatados extensivamente como produtores industriais de amilase
(SOUZA; MAGALHAES, 2010).

41 CONCLUSAO

Das quarenta colénias isoladas, doze apresentaram indice de atividade enzimatico,
sendo que a bactéria isolada da raiz de milho (Bacillus sp. MR1) produziu maior o indice
enzimatico com valor de 4,06 cm, demostrando, assim, maior potencial para produzir a
enzima a-amilase. Além disso, a bactéria isolada Bacillus sp. MR1, através de preparagbes
coradas pelo método de Gram, revelou a presenca de formas de bastonetes retos, pequenos

e finos, de mesma morfologia e gram-negativa.
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