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RESUMO

OLIVEIRA, Danieli M. Atividade de enzimas proteoliticas de diferentes espécies
microbianas. 2017. 34 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagao) - Curso
Superior de Engenharia Ambiental. Universidade Tecnologica federal do Parana.
Francisco Beltrao, 2017.

Levando em consideragao a crescente utilizacdo de tecnologias que minimizem os
impactos ambientais ocasionados por compostos toxicos e poluentes, a utilizagao
das proteases em larga escala surge como uma alternativa aos processos quimicos
convencionais aplicados em processos industriais atuais. A degradacao de residuos
industriais com capacidade poluente pode ser realizada por processos
biotecnoldgicos, utilizando enzimas microbianas que estejam ligadas ao processo de
degradagao do poluente. Desta forma, este trabalho, teve como objetivo determinar
a atividade enzimatica proteolitica Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa. O
experimento foi realizado no Laboratério de Microbiologia da Universidade
Tecnologica Federal do Parana, Campus Francisco Beltrdo. A determinacéao
qualitativa da atividade enzimatica de B. subtilis e P. aeruginosa foi realizada em
triplicata pelo método de picada em meios de cultura sélidos, denominado Agar
Leite, contendo 18gL""! de agar, 2,5 gL' de extrato de levedura, 1 gL' de glicose, 2,5
gL' de NaCl e 100 mL"' do substrato indutor, neste caso, leite desnatado. A
atividade enzimatica foi determinada através da relacéo entre o diametro médio do
halo e o didmetro médio da colénia, expresso como Indice Enzimatico (IE) e para
analise estatistica utilizou-se o teste t de Student. Com base nos resultados
experimentais, o bioensaio qualitativo da atividade enzimatica de e Bacillus subtilis e
Pseudomonas aeruginosa apresentaram resultado positivo para a producédo de
proteases ndo havendo diferenca significativa entre as médias de |IE (p=0,05).

Palavras chaves: Biodegradacao. Biotecnologia. Microrganismos.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Danieli M. Activity of proteolytic enzymes of different microbial
species. 2017. 34 pg. Work of Course Conclusion (Graduate) - Environmental
Engineering Degree. Federal Technological University of Parana. Francisco Beltr&o,
2017.

Considering the increasing use of technologies that minimize the environmental
impacts caused by toxic and polluting compounds, the use of proteases in large
scale appears as an alternative to the conventional chemical processes applied in
current industrial processes. The degradation of industrial waste, with polluting
capacity, can be carried out by biotechnological processes, using microbial enzymes
linked to the process of degradation of the pollutant. Thus, this work aimed to
determine the proteolytic enzymatic activity of Bacillus subtilis and Pseudomonas
aeruginosa. The experiment was carried out at the Laboratory of Microbiology of the
Federal Technological University of Parana, Francisco Beltrdo Céampus. The
qualitative determination of the enzymatic activity of B. subtilis and P. aeruginosa
was performed in triplicate by the method of stinging in solid culture media, called
Milk Agar, containing 18 g.L-! of agar, 2.5 g.L-! of yeast extract, 1 g.L -! of glucose,
2.5 g.L-" of NaCl and 100 mL.L" of the induction substrate, in this case, skim milk.
The enzymatic activity was determined through the relationship between the mean
halo diameter and the mean colony diameter, expressed as Enzymatic Index (El) and
for statistical analysis, the Student's t-test was used. Based on the experimental
results, the qualitative bioassay of the enzymatic activity of Bacillus subtilis and
Pseudomonas aeruginosa presented a positive result for the production of proteases,
and there was no significant difference between the means of El (p=0.05).

Keywords: Biodegradation. Biotechnology. Microorganisms.
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1 INTRODUGCAO

Com o acelerado desenvolvimento das industrias, nota-se uma intensa
exploragcao dos recursos naturais, causando grande impacto ao meio ambiente. A
falta de conscientizacdo gera uma grande quantidade de residuos que sdo expostos
ao meio todos os dias, gerando necessidade de maior atengdo por meio dos 6rgaos
ambientais, por isso a busca de meios para resolver os problemas ambientais.

Em consequéncia a esses impactos, Marques (2011) afirma que todos os
dias, sdo lancados a natureza desafios de assimilar novos produtos artificiais,
estranhos ao meio, sendo incapazes de promover o controle de seus usos e riscos,
dificultando a capacidade dos ciclos naturais da sua degradagao.

A degradacdo dos residuos industriais com capacidade poluente pode ser
realizada por processos biotecnoldgicos, que de maneira geral, abrangem os
processos em que um catalisador biolégico € utilizado para a conversdo de um
substrato em um numero limitado de etapas enzimaticas (OLIVEIRA & MANTOVANI,
2009).

Como catalisador biolégico, o uso de microrganismos como ferramenta para a
remediacdo de ambientes contaminados € chamado de biorremediagcdo. Este
processo pode ser realizado por meio de um ou mais consorcios microbianos, para a
degradagao de contaminantes organicos poluentes (PEREIRA & LEMOS, 2003).

Os catalizadores biolégicos chamados de enzimas sdo na maioria das vezes
proteinas, formadas por longas cadeias de aminoacidos com ligacdes peptidicas
(ZANOTTO, 2003). Sua fungéo consiste em acelerar a velocidade de uma reacéo
quimica mediante a diminuicdo da energia de ativagdo da reagcdo sem que seja
consumida durante o processo (LIMA et al.,, 2008). As alteragdes que podem ser
verificadas sao consequéncias por um lado do desenvolvimento microbiano e por
outro da atividade enzimatica (VIEIRA, 2013).

Apesar das enzimas obtidas de microrganismos nao tolerarem muitas
modificagdes estruturais, esse fato €& compensado pela diversidade de
microrganismos na natureza. Embora alguns biocatalisadores sejam extraidos de
tecidos animais e vegetais, as enzimas industriais sdo geralmente obtidas de
microrganismos (bactérias, bolores e leveduras) e tém-se uma maior diversidade
(ZANOTTO, 2003).
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Desta forma, este trabalho, tem como objetivo determinar a atividade de

enzimas proteoliticas de Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosas.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

v Verificar a atividade de enzimas proteoliticas produzidas por Bacillus

subtilis e Pseudomonas aeruginosa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Realizar bioensaios qualitativos entre isolados de espécies Bacillus
subtilis e Pseudomonas aeruginosa;
v' Determinar o valor do indice de atividade enzimatica de cada

microrganismo testado;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 MICRORGANISMOS E MEIO AMBIENTE

Estima-se que os primeiros microrganismos surgiram ha mais de 3,5 milhdes
de anos em um periodo em que a Terra passava por grandes transformagdes
geoldgicas e quimicas, quando a atmosfera ainda nao tinha oxigénio. A agado de
processos metabdlicos microbianos ao longo de milhdes de anos resultou na
formacao de uma atmosfera rica em oxigénio, permitindo o surgimento e a evolugéo
de novas formas de vida aerdbias, organismos multicelulares complexos, plantas e
animais superiores. (TORTORA, FUNKE E CASE, 2012).

Os microrganismos sado as entidades bidticas mais numerosas e antigas,
capazes de colonizar com sucesso cada nicho ecoldgico possivel do planeta.
Atualmente, sabe-se que o0s microrganismos podem ser encontrados em
praticamente todos os ambientes do planeta, inclusive em condigdes ambientais que
extrapolam os limites de tolerancia de plantas e animais. Devido a sua relativa
simplicidade morfolégica e grande diversidade genética e metabdlica, os
microrganismos se adaptaram para viver em habitats e condigdes diversas do
planeta, como em baixas concentragdes de nutrientes e baixa atividade de agua,
extremos de temperatura, salinidade, pH e pressao, entre outros (TORTORA,
FUNKE E CASE, 2012).

Devido estas caracteristicas, os microrganismos, através de suas vias
metabdlicas intracelulares e de moléculas bioativas excretadas para o meio externo,
atuam na manutencdo do ciclo biolégico de elementos quimicos, no controle
populacional, na descontaminagdo de ambientes aquaticos e terrestres, na
degradacdo de diversos poluentes e na disponibilizagdo de nutrientes para
diferentes formas de vida (PEREIRA JR, BON E FERRARA, 2008; OLIVEIRA,
SETTE E FANTINATTI-GARBOGGINI, 2006).
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3.2 RESIDUOS INDUSTRIAIS

Os problemas ambientais tém se tornado cada vez mais criticos e frequentes,
principalmente pelo rapido crescimento populacional e ao aumento da atividade
industrial. Com estes ingredientes os problemas devido a agdo antrépica tém
atingido grandes dimensdes, podendo ser observadas através de alteragdes na
qualidade do solo, ar e agua (KUNZ E PERALTA-ZAMORA, 2002).

As atividades industriais atrairam problemas devido a eliminagédo de rejeitos
toéxicos provenientes de subprodutos gerados pelas industrias. A eliminagado desses
produtos €, atualmente, um dos mais importantes assuntos em controle de poluicao,
o0 que tem levado os pesquisadores a buscarem novas técnicas e ferramentas mais
poderosas que visem a remogao desses compostos do ambiente (ANDRADE, 2003).

Do processo de extragao da matéria prima até os processos de transformacgéao
de materiais devem ser encarregados de uma série de etapas que evitam o descarte
final e que possam ter informacgao do tipo de material que é langcado ao meio. Por
isso a ideia de transformar os materiais pré-existentes em um processo benigno
para o meio ambiente, para que sua vida util prolongue e haja uso novamente
(MENEGUCCI et al., 2015).

Os residuos industriais podem ser originados nas atividades dos diversos
ramos da industria, tais como: metalurgica, quimico, petroquimico, papel e celulose,
industria alimenticia, couro, entre outros. Os residuos sao variados e podem conter
produtos quimicos, metais e solventes quimicos, 0os quais ameagam o0s ciclos
naturais onde sédo despejados (KRAEMER, 2005).

Substancias xenobidticas, ou seja, substancias estranhas ao ambiente natural
compreendem varios tipos de compostos aplicados nas diferentes industrias, tais
como agrotoxicos, corantes, farmacos, polimeros e plasticos, podendo ser toxica a
sistemas bioldgicos e/ou recalcitrantes, uma vez que nao fazem parte do conjunto de
moléculas produzidas pelo metabolismo evolutivo que propicia vida na Terra. Muitos
dos xenobidticos e/ou seus produtos de degradacao resultam em efeitos nocivos
e/ou mutagénicos aos organismos vivos, podendo levar a eliminagcado seletiva de
individuos e acarretar modificagbes na estrutura ecolégica e funcional da
comunidade bioldgica (GAYLARDE, BELLINASO, MANFIO, 2005).
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Portanto, além da preocupacédo com a poluigado dos nossos recursos naturais,
outra preocupacéao é o efeito que essas substancias no ambiente, podem trazer a
saude humana. Muitos destes residuos se acumulam nos organismos vivos e sofrem
processos de biomagnificagdo, ou seja, atingem a cadeia alimentar podendo ser
absorvidos pelo homem. Sabe-se que grande parte dessas substancias possui
potencial mutagénico e cancerigeno e os efeitos da sua entrada constante no
organismo ainda ndo s&o completamente conhecidos (QUEIROZ & STEFANELLI,
2011).

Ha a necessidade de se dar destino adequado a certos residuos organicos,
sejam eles industriais ou domiciliares, e ter conhecimento sobre a importancia de um
maior conhecimento sobre as caracteristicas desses residuos, para o tratamento
(COTTA et al., 2015).

3.3 BIODEGRADACAO DOS COMPOSTOS ORGANICOS

A degradacgao dos residuos industriais com capacidade poluente pode ser
realizada por processos biotecnologicos denominados biocatalise ou
biotransformagdao, que de maneira geral, abrangem o0s processos em que um
catalisador bioldgico é utilizado para a conversao de um substrato em um numero
limitado de etapas enzimaticas (OLIVEIRA & MANTOVANI, 2009).

A diversidade metabdlica definida pelo numero, tipo e taxa de utilizacdo de
um conjunto de substratos pela comunidade microbiana, que é consequéncia da
diversidade genética, dos efeitos ambientais na expressdo génica e das interagbes
ecologicas entre as diferentes populagbes (ZAK et al., 1994), pode encontrar
microrganismos capazes de degradar varios substratos, incluindo os poluentes
industriais.

O uso de microrganismos como ferramentas para a remediagao de ambientes
contaminados € chamado de biorremediagao. Este processo pode ser realizado por
meio de um ou mais consércios microbianos na degradacdo de contaminantes
organicos poluentes (PEREIRA & LEMOS, 2003).

Gaylarde et al., 2005, afirma que este processo biotecnoldégico de remediagao
tem sido intensamente pesquisado e recomendado pela comunidade cientifica como

uma alternativa viavel para o tratamento de ambientes contaminados, tais como
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aguas superficiais, subterraneas e solos, além de residuos e efluentes industriais,
sendo a alternativa ecologicamente mais adequada.

Os tratamentos de biorremediagcdo sao basicamente de dois tipos: 1) ex situ
(ou off-site), realizado fora do local onde ocorreu a contaminacéo e, por isso, € um
tratamento que requer a remogao do meio contaminado para outro local. A adogao
deste procedimento pode resultar em um aumento consideravel do custo do
processo, porém, é possivel controlar com maior facilidade, as condicionantes do
meio, que s&o consideradas os fatores-chave utilizados no tratamento; 2) in situ (ou
on-site), tratamento feito no préprio local da contaminagdo. Normalmente, essa
opgao de biorremediacédo torna o processo mais atrativo e economicamente viavel,
quando comparado ao tratamento citado anteriormente (ANDRADE, AUGUSTO &
JARDIM, 2010).

Uma das técnicas in situ € a biorremediagao natural, na qual o contaminante
permanece no local e, por meio de processos naturais ocorre a descontaminagéo do
ambiente. Entretanto, pode ser muito lenta em funcdo do numero reduzido ou
inexistente de microrganismos com habilidade de degradagc&o do composto, exigindo
0 uso de um conjunto de técnicas como a bioestimulagao e a bioaumentagao (LIMA,
OLIVEIRA e CRUZ, 2011).

Na bioestimulagdo, nutrientes sdo adicionados e as condi¢gdes ambientais
otimizadas, visando o desenvolvimento de populagbes microbianas nativas. Pela
bioaumentacdo, sdo adicionados microrganismos capazes de degradar rapidamente
os contaminantes especificos (LIMA, OLIVEIRA e CRUZ, 2011).

Os estudos de degradagdao de compostos quimicos tém mostrado varios
microrganismos extremamente versateis em catabolizar moléculas recalcitrantes
(PEREIRA & FREITAS, 2012). Entretanto, a eficiéncia da biodegradac&o entre os
varios microrganismos, depende, em muitos casos, da estrutura da molécula do
poluente e da presenga de enzimas habeis em degradar.

Segundo Costa et al., 2015, a biocatélise/biodegradagcao apresentam
caracteristicas como a perda de atividade catalitica ao longo do tempo, menores
taxas de conversdo com relagao a outros processos e o elevado tempo de reagao,

que necessitam ser aprimoradas.
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3.4 ENZIMAS MICROBIANAS NA BIORREMEDIAGAO

A principio, todos os seres vivos sao fontes de biocatalisadores e as enzimas
presentes podem ser utilizadas nos mais diversos tipos de reagdes organicas. Na
obtengcdo de enzimas para aplicagao biotecnoldgica, os microrganismos merecem
destaque, por terem menores custos na sua obtencdo, além da possibilidade de
producdo em larga escala (LIMA, OLIVEIRA e CRUZ, 2011).

As enzimas sdo extraidas de micro-organismos, plantas ou tecidos animais e
fazem parte de um grupo de substancias que podem influenciar no desenvolvimento
de outros micro-organismos. Sao de natureza geralmente proteica, com atividade
intra ou extracelular que tém fungdes catalisadoras de reagcbdes quimicas, as quais
sem a sua presencga, aconteceriam a uma velocidade demasiadamente baixa
(SGARBIERI, 1998).

Podem ser aplicadas em uma ampla gama de processos industriais, sejam
isoladas ou sendo produzidas in situ por microrganismos capazes de degradar
rapidamente os contaminantes especificos (COSTA et al., 2015).

Dentre os microrganismos que produzem enzimas que exercem papel
importante em processos industriais com alto valor econdémico agregado ou
ambientalmente desejado, destacam-se os géneros Kluyveromyces, Penicillium,
Bacillus, Pseudomonas, Pandoraea, Aspergillus niger, Burkholderia, E.coli e
Serratia, Gliocladium, Pleurotus, Auricularia, Ganoderma, Lentinus, Actinomadura,
Aspergillus terréus, Auricularia mixotricha (BRAVO et al., 2000; GERMANO et al.,
2003; PINHEIRO 2006; GIONGO, 2006; NASCIMENTO E MARTINS, 2006;
MARTINS, 2007; RODRIGUES 2008; SILVA et al., 2009; CRUZ, 2011; PALSANIYA,
2012; SACCO, 2013; NEVES, 2014; SILVA, 2015; SILVEIRA, 2015; LIMA, 2016;
SANTOS, 2016; SACCO, 2017).

Apesar de um microrganismo ser capaz de produzir mais de mil enzimas
distintas, € necessario um trabalho cuidadoso para o isolamento de espécies que
produzam determinadas enzimas com as caracteristicas desejadas (ZANOTTO et
al., 2003).

Os microrganismos, pela sua habilidade em sobreviver em ambientes
extremos, vém crescendo o interesse para as industrias biotecnoldgicas (CABRAL,
2016).
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Algumas enzimas sao capazes de quebrar ligacbes peptidicas de cadeias
protéicas, sendo denominadas assim de proteases. A reagao catalisada pela
protease € uma reagao de hidrélise da cadeia polipeptidica (substrato), na qual
aminoacidos e cadeias polipeptidicas menores podem ser gerados como produtos
imediatos da reagao (LIMA et al., 2008).

Segundo Vieira (2013), as proteases, encontram-se em todos 0s seres vivos e
representam cerca de 2% do total de proteinas presentes em todos os organismos.
Entretanto, os cultivos microbianos sao preferidos, frente a outras fontes de
enzimas, devido ao seu rapido crescimento e ao pequeno espago de tempo
necessario ao seu cultivo, sendo responsaveis por grande parte da producido de
proteases em escala industrial além da facilidade de manipulagdo genética,
diversidade genética (Rao et al., 1998).

Como produtores de enzimas, os microrganismos proteoliticos sdo os que
tem potencial em degradar substratos ricos em proteinas (OLIVEIRA, et al., 2012).
Estas enzimas podem ser utilizadas nas industrias de detergentes, processamento
de couro, producdo de alimentos, industria farmacéutica, tratamento de efluentes,
alternativas no uso de antibidticos, entre outras, representando o mercado mundial
de enzimas (60%), no mercado de enzimas, no qual vem ganhando grande
importancia, por ser uma alternativa de conservar o pensamento verde (BURKERT,
2003; CARDOSO et al., 2003; GAYLARDE et al., 2005; MENDES et al., 2005;
COLEN, 2006; SILVEIRA et al., 2007; BON et al., 2008; MONTEIRO e SILVA, 2009;
ORLANDELLI et al., 2012; LIMA et al., 2015; CABRAL, 2016).

Segundo Monteiro e Silva (2009), a busca de microrganismos que possam
produzir essas enzimas € constante e varias técnicas de biologia molecular estao
disponiveis hoje para utilizagdo nesse processo. Uma das maiores dificuldades da
industria é encontrar enzimas que suportem as condi¢des industriais como variagao
de temperatura e pH.

A procura pela obtencdo dessas enzimas sempre chamou a atencido da
comunidade cientifica. Os principais objetivos dos estudos é a selegdo de
microrganismos com potencial para produgdo de enzimas e a otimizacdo das
condicbes de cultivo microbiano para obtencdo de quantidades relevantes de
enzimas (BRAVO et al., 2000; CARVALHO, et al., 2008, BRAVO-MARTINS et al.,
2009; ORLANDELLI et al., 2012; LIMA et al., 2015).
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Para que se tenha uma adequada produgdo de enzimas € necessario ter
conhecimento que o desenvolvimento microbiano € proporcional as necessidades
nutricionais de cada microrganismo como a agua, fonte de carbono, e a relagéo

nitrogénio e oxigénio (BON et al., 2008).

A determinacdo especifica da composicdo da comunidade bacteriana é
importante, propiciando a identificagdo das bactérias e o conhecimento do
metabolismo (UNGAR et al., 2008).

Pseudomonas aeruginosa &€ uma bactéria Gram-negativa extremamente
versatil, que pertence a familia Pseudomonadaceae (PALLERONI et al., 1973). Pode
ser encontrada em diversos ambientes, principalmente solo e agua, ou ainda
associada a plantas e animais, onde pode causar infecgdes oportunistas. E uma
bactéria e caracteriza-se por ser aerdbia estrita, podendo ser observada como
células isoladas, aos pares, ou em cadeias curtas, revelando mobilidade através de
flagelo polar monotriqueo (POLLACK, 1995). Para a classificacdo da espécie,
devem ser consideradas algumas caracteristicas metabdlicas. P. aeruginosa € nao
fermentadora de carboidratos, € produtora de citocromo-oxidase, utiliza o nitrato em
substituicdo ao oxigénio como aceptor final de elétrons, produzindo também arginina
dehidrolase e ornitina-descarboxilase (FERREIRA, 2005).

O género Bacillus € a maior fonte industrial de enzimas. Microrganismos
deste género sido pertencentes ao grupo das bactérias Gram-positivas, formadoras
de esporos, possuem as células em forma de bastonete e sdao normalmente
aerobios ou anaerobios facultativos. Geralmente crescem bem em meios definidos
contendo uma dentre as varias fontes de carbono (ABATE, 1999). Muitos Bacillus
produzem enzimas hidroliticas extracelulares que degradam polimeros complexos,
como polissacarideos, proteinas, acidos nucleicos e lipideos, permitindo a utilizacao
desses produtos como fonte de carbono e doadores de elétrons (MADIGAN et al.,
2004).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MICRORGANISMOS

As duas espécies bacterianas, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtfilis,
utilizadas nesta pesquisa pertencem ao Laboratorio de Microbiologia da
Universidade Tecnolégica Federal do Parana, Campus Francisco Beltrdo. Ambas as
espécies sao mantidas sob refrigeracao a 4 °C em tubos de ensaio contendo meio
de cultura nutritivo (Peptona 5g/L, Extrato de carne 3g/L, Agar 15g/L), passando por

repiques periddicos para manter os microrganismos ativos.

4.2 BIOENSAIO PARA A DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A determinacdo qualitativa da atividade da enzima foi realizada, seguindo a
metodologia de FEITOSA et al. (2012). Foram realizados 10 bioensaios, em
triplicata. O método de inoculacao foi realizado por picada, com agulha de platina,
em meios de cultura sélidos, denominado Agar Leite, constituido de: 18g.L-" de &gar,
2,5 g.L" de extrato de levedura, 1 g.L" de glicose, 2,5 g.L"' de NaCl e 100mL.L"" do
substrato indutor, o qual sera utilizado leite desnatado.

Em seguida as placas de agar leite foram incubadas a 37°C por 72 horas.
Apos este periodo, os didmetros das coldnias e dos halos formados ao redor das
colbénias pela degradacao do leite foram medidos com uma régua (cm).

A atividade enzimatica consistiu na determinagédo através da relacédo entre o
didmetro médio do halo e o didmetro médio da colénia, expresso como indice

Enzimatico, de acordo com a Equacéo 1.
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. i Digmetro do halo (cm)
Indice enzimatica =

(Equacdo 1)

Diametro da colénia (em)

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise dos resultados utilizou-se o teste de T — Student, com o intuito
de comparar as médias do indice enzimatico entre as duas espécies microbianas,
avaliando se houve diferenga significativa entre elas, utilizando o valor de 95% de

confianca.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do bioensaio para a determinacdo qualitativa, medido pelo
indice enzimatico (diametro do halo/didmetro da colénia), produzido por Bacillus

subtilis e Pseudomonas aeruginosa estao apresentados na Tabela 01.

Tabela 1: Valores médios do indice Enzimatico (IE em cm) de Bacillus subtilis e Pseudomonas
aeruginosa.

Repeticao IE de B. subtilis IE de P. aeruginosa p
01 1,29 1,11

02 1,43 1,46

03 1,62 1,68

04 1,50 1,30

05 1,70 1,47

06 1,21 1,12

07 1,20 1,13

08 1,26 1,14

09 1,29 1,20

10 1,25 1,22

Média 1,38 1,28 0,282585024

Fonte: prépria.
Teste t - Student para amostras independentes: Diferengas estatisticamente significativas entre
médias do indice enzimatico (p<=0,05).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 01, pode-se observar
que os valores médios do indice enzimatico da espécie B. subtilis e P. aeruginosa
variou de 1,20a 1,70 cm e 1,11 a 1,68 cm, respectivamente, sendo que em 80% das
repeticoes a bactéria B. subtilis apresentou indice enzimatico superiores aos
produzidos por P. aeruginosa. Contudo, verificou-se pelo Teste t-Student, que o
indice enzimatico produzido pelas duas bactérias ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa ao nivel de 95% de confianga (p=0,282585024), ou
seja, ndao houve destaque quanto ao potencial para produgcdo de atividade

enzimatica proteolitica. Entretanto, € importante ressaltar que o objetivo principal do
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trabalho foi verificar a atividade de enzimas proteoliticas produzidas por diferentes
espécies microbianas, sendo constatada atividade proteolitica em ambas as
especies microbianas.

Pode-se observar na Figura 01, os halos enzimaticos proteoliticos produzidos
por B. subtilis e P. aeruginosa. A regidao mais clara ao redor das colénias
corresponde ao halo enzimatico proteolitico, indicando a degradagao da proteina

presente no meio de cultivo.

B. subtilis

-

F. aeruginosa

Figura 1- Halos de atividade proteolitica de B. subtilis e P. aeruginosa inoculado pelo método
de picada em meio sélido a 37°C por 72 h. Todos os testes foram realizados em triplicata.
Fonte: propria.

O valor do indice enzimatico de B. subtilis foi maior que o valor do indice
enzimatico de P. aeruginosa, com excecgao das repeticbes 02 e 03, possivelmente
em fungdo da quantidade de enzima extracelular secretada ou menor difuséo

enzimatica no meio de cultivo.
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Figura 2: Representagao grafica do indice enzimatico de Bacillus subtilis e Pseudomonas
aeruginosa.
Fonte: propria.

Deve-se levar em consideragdo que o indice enzimatico € determinado
através da relacéo entre o didmetro médio do halo enzimatico e o didametro médio da
colénia microbiana, ou seja, quanto menor diametro do halo enzimatico e maior o
crescimento da colbnia microbiana, valores menores de indice enzimatico serdo
determinados.

De acordo com Ten e colaboradores (2004), ha uma correlagédo entre o
diametro do halo e o nivel de producdo de enzimas. No entanto, a produgao da
mesma enzima somente pode ser comparada quando todas as condi¢cbes sdo as
mesmas (incubacédo e meio de cultura). Desta forma, o didmetro da regido do halo
pode ser util para prever o rendimento da enzima, auxiliando de forma simples e
rapida na selegcao de cepas com alto potencial de produgado de enzimas (TEATHER
& WOOD, 1982).

A selegdo de microrganismos com habilidade enzimatica deve ser
constantemente realizada, pois atende uma necessidade biotecnolégica cada vez
mais crescente sob o ponto de vista industrial e ambiental (THEATER & WOOD,
1982). Na busca de um resultado positivo, é importante ressaltar que os meios de
cultivo tém de ser projetados para atender a demanda nutricional do microrganismo

que vai produzir a enzima (LIMA et al., 2011).
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Segundo Ten et al., (2004), dois parametros sao usados para determinar a
producao enzimatica, a solubilizagdo das particulas do substrato e a formagao do
halo, que foi avaliado no presente estudo. Segundo Borzani et al., (2001), a estrutura
e a forma do sitio ativo fazem parte da estrutura da enzima e podem ser afetadas
por quaisquer agentes capazes de provocar mudangas na estrutura proteica, o que
torna a atividade enzimatica dependente do meio ambiente.

Temperatura, pH, ions, nutrientes, substratos, umidade, tempo de incubacao,
condigdes de laboratério, fontes de carbono e nitrogénio, entre outros, séo fatores
que podem influenciar a produgdo enzimatica (THEATER e WOOD, 1982;
SANOMIYA e NAHAS, 2003; TEN et al., 2004; TEN et al., 2005; GIONGO, 2006;
GONCALVES, 2007).

Reconhecidos como importantes fontes de proteases, os Bacillus sp tem o
potencial de secretar quantidades grandes de enzimas com alta produgdao (KUMAR
e TAKAGI 1999; COSTA, 2005; NASCIMENTO, 2005; GIONGO, 2006; DIAS, 2007;
LADEIRA, 2009; SILVA, 2011; FEITOSA et al., 2012; MELO et al., 2015; SANTOS et
al., 2016).

Chaud et al., (2007) verificou em sua pesquisa, que as condicdes de
crescimento de Bacillus sp e producao de protease pelos mesmos sao dependentes
da estirpe a que pertence a bactéria e podem variar de acordo com as condigdes
nutricionais do meio, juntamente com a faixa de pH, temperatura e tempo de
incubacao.

De acordo com Ferreira (2005), a natureza patogénica da espécie P.
aeruginosa restringe sua aplicagdo em residuo industrial, em funcdo dos grandes
riscos a saude humana como infeccbes, hipertensado arterial sistémica, doencas
cardiacas, acidentes vasculares cerebrais, neoplasias, pneumonia, doenca
pulmonar, entre outras, nas quais, sem o tratamento correto, pode até causar a
morte (BOMFIM e KNOB, 2013). Entretanto, existe a possibilidade de purificagdo e
imobilizacdo da enzima, porém tornaria o processo oneroso. Ja a espécie B. subtilis,
nao é patogénica, € bastante usada em produgdo industrial enzimatica, oferece

menos riscos ao ambiente e a saude humana (FERREIRA, 2005).
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos através da realizagdo de bioensaios
qualitativos, conclui-se que ambas as espécies demonstraram potencial para
producao de enzimas proteoliticas. O valor médio do indice enzimatico de B. subtilis
foi aproximadamente 10% maior (1,38 cm) quando comparado com o valor médio do
indice de P. aerugionsa (1,28cm).

Apesar de, estatisticamente ndo haver diferenca  significativa
(p=0,282585024), recomenda-se para uma proxima etapa, estudar a producgao
enzimatica em diferentes condi¢cdes experimentais, com a finalidade de conhecer as
reais potencialidades de sua aplicagdo biotecnoldgica de B. subtilis em fungdo do

seu carater nao patogénico.
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