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RESUMO

O Cerrado por ser um enorme bioma contém muitas espécies microbianas, no
entanto, essa diversidade ainda € pouco explorada. O solo representa um excelente
substrato para o crescimento e desenvolvimento microbiano, o que justifica o interesse
cada vez maior pela bioprospeccdo de micro-organismos desse meio. Uma vez que a
concentracdo de matéria orgdnica em solos de biomas, tal como o cerrado, é
representativa, a tendéncia desses micro-organismos secretarem enzimas como
pectinases e celulases é elevada. Os micro-organismos sdo as fontes mais comuns de
enzimas comerciais, devido as suas propriedades fisioldgicas e bioquimicas, condicdes
de facil cultivo e facilidade de manipulacdo de células. Dentre essas enzimas estdo as
pectinases e celulases, as quais possuem grande potencial e tém grande importancia na
area biotecnoldgica atual, devido as suas variadas aplicacfes. Este trabalho teve como
objetivo a bioprospeccdo de bactérias e leveduras com potencial para produgdo de
pectinases e celulases. Duas amostras compostas de solo do cerrado foram coletadas na
comunidade de Picadinha, localizado nas imediacOes da cidade de Dourados-MS.
DiluicBes decimais seriadas das amostras foram plaqueadas em meio YEPG com e sem
cloranfenicol e incubadas a 37°C, por 24 e 48h. Ap6s a purificacdo os isolados
bacterianos foram classificados em Gram positivos e negativos através da técnica de
coloracdo de Gram e preservados em meio YEPG liquido acrescido de glicerol 40%.
Todos os isolados foram testados qualitativamente quanto a producdo de pectinases em
meio contendo pectina citrica, e producdo de celulase em meio contendo
carboximetilcelulase e tampédo acetato de sodio. Todos os isolados apresentaram
resultado positivo para pectinase, e resultado negativo para producéo de celulase.
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INTRODUCAO

O Cerrado é um dos biomas de maior diversidade do planeta, chegando a ocupar
uma area de 1,8 milhdo de kmz2 (cerca de 21% do territério brasileiro). Esse bioma €
considerado como o segundo maior, sendo superado em area apenas pela Amazénia
(AGUIAR et al., 2004). Ocorre na zona tropical do continente sul-americano, e suas
fronteiras vao desde os limites inferiores da Amaz6nia até os estados de Séo Paulo e
Parand; possui também algumas pequenas &reas no Leste boliviano e Nordeste
Paraguaio. Seu cenario exuberante abrange os estados de Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Goias, Minas Gerais, Tocantins, Piaui e Distrito Federal (RIBEIRO & WALTER,
2008). O clima caracteristico é o tropical itmido, onde o verdo é chuvoso e a estacdo
seca de abril a setembro é respectiva ao inverno. Os diferentes locais podem ser fatores
de variacdo das precipitacdes pluviométricas, que podem variar de 1100 a 1850 mm
anuais com temperaturas médias anuais que variam de 19° a 24°C (GOLFARI, 1975;
KLINK & MACHADO, 2005).

Considerado a savana brasileira, o cerrado reine uma imensa paisagem com
mais de 15 mil espécies de plantas e 1570 espécies de animais, além de uma grande
biodiversidade de microrganismos (DIANESE et. Al., 1997). Apesar de essa regido
possuir uma grande diversidade de microrganismos esses sdo poucos conhecidos e
explorados cientificamente. Porém isso vem mudando, devido aos Ultimos avancos
tecnoldgicos, muitas pesquisas tém sido estimuladas com o intuito de descobrir mais a
respeito desses seres microscopicos.

As leveduras, que pertencem ao reino Fungi, possuem caracteristicas tipicas dos
fungos, como parede celular rigida e auséncia de pigmentos fotossintetizantes, sendo
assim, heterétrofas, que obtém seu alimento através da absorcéo de nutrientes, ndo tem
mobilidade e realizam reproducdo sexuada via células especializadas, denominadas
esporos. Algumas das caracteristicas que as diferenciam dos demais fungos € o fato de
possuirem um talo que é predominante unicelular, reproduzirem assexuadamente por
brotamento ou fissdo binaria e ndo formarem corpos de frutificacdo (KURTZMAN &
FELL, 1998). Possuem representantes nos filos Ascomycota e Basidiomycota,
caracteristicas como estruturas sexuadas, aspectos fisiolégicos e moleculares sdo
importantes para a distincdo das leveduras dos dois grupos, como também na
identificacdo de géneros anamorficos, cuja fase de vida sexuada do ciclo é desconhecida
(SPERADIO, 2012). S&o encontradas em diversos ambientes, como no solo, agua de
rios, lagos e mares, nas superficies de érgdos dos vegetais, principalmente em flores e
frutos, no trato intestinal de animais, em liquidos agucarados, e em mais uma série de
outros locais.

Leveduras do tipo fermentativas vém sendo exploradas ha milhares de anos, na
producdo de cerveja, vinho e na fermentacdo do pdo, embora, somente no século IXX
tenha sido reconhecida a natureza biolégica dos agentes responsaveis por tais processos.
Suas aplicagbes na industria e na agricultura s&o muito amplas, dentre as principais,
podemos citar: agentes da fermentacao alcodlica, na producao do alcool industrial e de



todas as bebidas alcodlicas destiladas ou ndo destiladas; utilizadas na panificacéo;
importante fonte de proteina e de fatores de crescimento, utilizada na alimentagéo
animal e até mesmo humana; podem também ter importéncia ecoldgica, ja que
degradam moléculas organicas. Como sdo agentes de fermentacdo, acabam sendo
prejudiciais a conservacdo de frutos, e de sucos vegetais, tendo algumas espécies
patogénicas a plantas, animais e ao homem. O principal agente da fermentacdo
alcoolica, Saccharomyces cerevisae, uma levedura ascomicética, € largamente usada em
escala industrial, principalmente alimenticia, e mais recentemente na producdo de
bioetanol.

As enzimas apresentam capacidade de reagir com determinados constituintes das
células, denominados substratos, formando complexos, e esse fato é denominado
atividade bioldgica (KIELING et al., 2002). A vida em geral depende da realizagdo de
inimeras reacdes quimicas que ocorrem nas células, e todas essas reacdes dependem da
catalisacdo de determinadas enzimas especificas. Isso justifica a importancia da
constante busca por novas enzimas ou Nnovos potenciais em enzimas ja conhecidas, pois
sua importancia nas atividades metabdlicas pode ser relacionada ao mercado comercial
de diversas formas, incluindo, por exemplo, a indUstria alimenticia.

Os avancos biotecnoldgicos possibilitaram a descoberta de uma vasta
biodiversidade de microrganismos e leveduras em diversos tipos de solo. O setor
sucroalcooleiro brasileiro tem o desafio de aumentar a producdo de etanol para atender
as demandas interna e de exportacdo, e € por isso que novos meios de aumentar e
melhorar a producdo sdo objetos constantes de estudo. Além disso, a necessidade de
reduzir a dependéncia da utilizacdo de petréleo impulsionou estudos voltados para o
desenvolvimento de novas alternativas na producdo de combustiveis (FRANCISCO et
al., 2008). Estes fatos tornam importante o estudo de leveduras isoladas em busca
daquelas que possam ter potencial para a producdo de bioetanol, biocombustivel obtido
através da fermentacdo controlada e da destilacdo de residuos vegetais (como o bagacgo
da cana-de-acucar), e que justamente por ser renovavel ja é e sera ainda mais de grande
demanda comercial e importancia ambiental.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo, o isolamento e a
purificacdo de micro-organismos com potencial para producdo de enzimas com
interesse biotecnoldgico, tais como pectinases e celulases.

MATERIAL E METODOS

Duas amostras compostas de solo do cerrado foram coletadas na comunidade de
Picadinha, localizada nas imediacOes da cidade de Dourados-MS. Foram coletadas 10
amostras simples a profundidade de 0-20 cm (A, B, C, D e E) por regido, totalizando 2
amostras compostas.

Vinte gramas de amostra foram colocadas assepticamente em erlenmayers
contendo 180 ml de 4gua peptonada estéril (1% de peptona), os quais foram agitados em
Shaker por 5 minutos, a 100rpm e 37°C. A partir do extrato obtido realizaram-se
diluicBes decimais de 10 a 10™.



Para obter colbnias cultivaveis, diluicdes decimais seriadas das amostras foram
plagueadas em meio YEPG solido (pH 3,5; sem e com cloranfenicol, adicionando-se
1000 mg/L), por espalhamento em superficie, com auxilio de alca de Drigalski, sendo
entdo incubadas a 37° por um periodo de 24 a 72 horas.

As colbdnias encontradas foram caracterizadas quanto ao tamanho, a forma, a
elevacdo, a cor, a textura e ao bordo (DIAS; SCHWAN, 2010). Repicagens sucessivas
dos isolados obtidos foram realizadas com o objetivo de purificacdo das colénias. Em
seguida, foram preparadas laminas a fresco, para certificagdo da pureza dos isolados,
sendo os isolados bacterianos submetidos a coloracéo diferencial de Gram.

Foram realizados testes bioquimicos para identificar quais isolados apresentaram
potencial para a producdo de algumas enzimas de interesse biotecnoldgico, tais como
pectinases e celulases. A producdo de pectinase foi testada qualitativamente em meio
contendo 1% de pectina citrica como fonte de carbono, em metodologia desenvolvida
por Hankin et al. (1971). O meio de cultivo tinha em sua composi¢do agar, pectina
citrica, extrato de levedura e solucdo de sais. Em um litro de meio a solucdo de sais
continha 2g de (NH;)SO,, 4g de KH,PO,, 6g de Na,HPO,, 0,2g de FeSO,4.7H,0, 1mg
de CaCl,, 10ug de H3BOs3, 10pug de MnSQOy, 70pg de ZnSOy, 50ug de CuSO4 e 10ug de
MoOs. Os isolados foram inoculados e incubados a 37°C por 72 horas. O resultado
positivo para produgdo de pectinases foi indicado pelo crescimento dos micro-
organismos no meio de cultivo.

O mesmo teste foi realizado para producéo de celulases, em meio de cultivo com
agar-carboximetilcelulose (CMC) e Tampdo Acetato de sédio 0,1M pH 0,5, em
metodologia desenvolvida por Dingle, Teid e Solomons, 1953. A carboximetilcelulose
foi dissolvida em 200 mL de solucdo Tampdo, em agitador magnético. Apds a
dissolucdo, adicionou-se o restante da solugdo Tampao. Os isolados foram inoculados e
incubados a 37°C por 72 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds o isolamento e purifica¢do dos isolados os mesmos foram preservados em
meio YEPG liquido acrescido de glicerol 40%.

Dos quinze micro-organismos obtidos, dois foram isolados leveduriformes e
treze isolados bacterianos. Dentre os isolados bacterianos, cinco foram classificados
como Gram positivos e oito como Gram negativos, incluindo diferentes formas
celulares. No grupo das bactérias gram-positivas, quatro isolados apresentaram formas
celulares de bacilos e um de cocos; enquanto que no grupo das bactérias gram-negativas
todos apresentaram formas celulares de cocos. Todos 0s quinze isolados apresentaram
resultado positivo no teste qualitativo para a producdo de pectinases, representando
portanto, potenciais secretores dessas enzimas de grande interesse biotecnoldgico.
Entretanto, nenhum dos isolados teve resultado positivo para producdo de celulases.

Todos os isolados serdo identificados por sequenciamento de regides
intergéncias do rDNA. Testes quantitativos para identificar a atividade pectinolitica e
desses isolados serdo realizados como o intuito de caracterizar a aplicagédo
biotecnologica dessas enzimas secretadas.



CONCLUSAO

Através do presente trabalho, foi possivel constatar que o solo do cerrado é um
excelente substrato para crescimento e desenvolvimento de micro-organismos
produtores de enzimas com interesse industrial. O presente estudo representou a
execucdo das primeiras etapas de um bioprocesso, por meio de um microrganismo
selecionado de acordo com seu potencial enzimatico e a otimizacdo de seu cultivo.
Todos os isolados das amostras deste solo apresentaram capacidade de producgéo de
pectinase. Novas andlises serdo realizadas a fim de caracterizar a producdo dessas
enzimas por esses isolados, bem como a aplicacdo biotecnoldgica das mesmas.
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