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1- REFERENCIAL TEORICO

1.1 — Producéo de enzimas e bioprodutos por microrganismos

Os microrganismos possuem uma importancia fundamental para 0s processos
biotecnoldgicos devido a sua pluralidade metabolica, o que permite inimeras aplicacdes
em escala industrial (MADIGAN et al., 2018).

Além de serem utilizados diretamente em bioprocessos para a sintese de produtos
de grande valor, como farmacos, combustiveis e alimentos, a diversidade metabolica
microbiana contribui significativamente para o setor ambiental e industrial com a
producdo de enzimas, vitaminas, solventes e outros compostos de interesse (MADIGAN
etal., 2018).

As enzimas sdo moléculas organicas que atuam como catalisadores bioldgicos
altamente especializados. Geralmente de natureza proteica, elas aumentam drasticamente
a velocidade das reacdes bioldgicas ao reduzirem a energia de ativacdo necessaria para
que a reacdo ocorra (NELSON E COX, 2021).

A alta especificidade da enzima em relacdo ao seu substrato permite o
desenvolvimento de processos industriais mais eficientes e rentaveis. Consequentemente,
a demanda por enzimas com propriedades especificas e elevada estabilidade é crescente,
especialmente aquelas que resistem as condi¢Ges operacionais rigorosas, como variacoes
extremas de temperatura, pH e osmolaridade (BATHIA E HONG, 2017).

Neste contexto, a triagem e a selecdo de microrganismos produtores destes
bioprodutos demonstram ser ferramentas essenciais para a descoberta de novas moléculas
com potencial industrial. 1sso se deve ao fato de que 0s microrganismos apresentam uma
vasta gama de estratégias catabolicas, permitindo o acesso e a utilizacdo de diversos
nutrientes e, consequentemente, a sintese de uma grande variedade de enzimas, que
apresentam imenso potencial de aplicacdo em diversos processos biotecnolégicos e
industriais (LAMEIRA, 2020).

1.2 — Andlise qualitativa da producéo enzimatica em placas

A triagem qualitativa de microrganismos produtores de enzimas de interesse
industrial € a etapa inicial e crucial na bioprospeccao. Este método utiliza técnicas simples

e de alto rendimento baseadas na semeadura dos microrganismos em meios de cultura
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solidos em placas de Petri contendo o substrato especifico da enzima a ser detectada. A
producgéo e a secrec¢do da enzima pelo microrganismo séo evidenciadas pela sua atividade
sobre o substrato no meio. Por exemplo, para detectar amilases (enzimas que quebram
amido), o meio contém amido. Apos a incubacdo, a adi¢do de um agente revelador (como
o0 iodo, que reage com amido ndo quebrado) permite visualizar uma zona de clareamento
(halo) ao redor da colénia microbiana. A presenca e o tamanho desse halo s&o indicadores
da capacidade e da intensidade da producdo enzimatica do isolado (MADIGAN et al.,
2018).

O sucesso da analise qualitativa depende da escolha adequada do meio de culturae
do agente revelador. O meio deve fornecer todos 0s nutrientes essenciais para o
crescimento do microrganismo, além de conter uma concentracdo ideal do substrato da
enzima alvo (LAMEIRA et al., 2020). Essa técnica ndo s6 confirma se o microrganismo
é capaz de produzir a enzima, mas também permite selecionar rapidamente, dentre
centenas de isolados, aqueles que exibem a maior atividade inicial (identificada pelo
maior didmetro do halo). Isso direciona o foco para os candidatos mais promissores, que
seguirdo para a etapa de triagem quantitativa (DEMAIN e DAVIES, 2010).

Assim, a metodologia explora a especificidade e a capacidade de secrecdo das
enzimas microbianas diretamente na matriz do meio. Esse processo permite a rapida
diferenciacéo entre linhagens produtoras e ndo produtoras, sendo um passo fundamental
para a exploracdo industrial, que busca enzimas com caracteristicas como
termostabilidade e atividade em pH extremos. A identificacdo desses isolados € a base
para o desenvolvimento de bioprocessos mais eficientes e sustentaveis em areas como
producdo de alimentos, detergentes e biocombustiveis (MADIGAN et al., 2018;
LAMEIRA et al., 2020).

Neste contexto, o objetivo do presente material e estabelecer um protocolo
padronizado de triagem e identificacdo de microrganismos produtores de enzimas de

relevante interesse.




2- TRIAGEM DE PRODUCAO ENZIMATICA EM PLACA

2.1 — Materiais

Suspensdo de microrganismos padronizadas a 108 UFC.mL™?;
Pipeta automatica e ponteiras;

Pinca estéril;

Canudos esterilizados e cortados (aproximadamente 1 cm);
Régua ou paquimetro;

Placas contendo 0s meios especificos para cada teste enzimatico.
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Meio para atividade de amilase:

- Composicao do meio:
Peptona (5 g/L);
Extrato de levedura (3 g/L);
Amido solavel (1 g/L)
Agar (15 g/L).

- Para revelacédo do halo ap6s periodo de incubacdo: tratamento com solugéo de lugol (iodo-
iodeto de potassio 2%) por cerca de 30 minutos.

Meio para atividade de pectinase:

- Composicao do meio:
Peptona (5 g/L);
Extrato de levedura (3 g/L);
Pectina (5 g/L);
Agar (15 g/L).

- Para revelacdo do halo apds periodo de incubacdo: tratamento com solucdo de alcool
etilico (95%) ou solucao de HCI (1N) por cerca de 30 minutos.

Meio para atividade de proteases:

- Composicao do meio (agar gelatina):
Gelatina incolor (1 g/L);
Agar (15 g/L);
Tampao citrato-fosfato (0,1M) pH 5,0

- Composicao do meio (agar caseina):
Leite desnatado (1 g/L);
Agar (15 g/L);
Tampdo citrato-fosfato (0,1M) pH 5,0

- Possivel visualizagdo dos halos de producdo enzimatica sem necessidade de solucao de
revelacgéo.




2.1.2 — Procedimentos
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Preparar os meios conforme protocolo acima.

Antes de adicionar os meios nas placas, delimitar as areas onde serdo inoculados 0s
microrganismos (em casos de analises multiplas).

Para facilitar, identifique as cepas e as respectivas localizagdes como esquematizado
no exemplo abaixo para teste com 16 microrganismos.

Com o meio ainda parcialmente solidificado, adicionar os canudos no centro da area
demarcada com auxilio de uma pinga estéril, posicionando-os na vertical para
formacédo da area de inoculacéo (Figura 1).

Obs: Antes de adicionar o canudo, certifique se este, estando posicionado na vertical,
nédo impede o fechamento da placa. Caso os canudos esteja impedimento o fechamento,
ajuste o tamanho ao corta-los.

Adicione a suspensdo de microrganismos no interior do canudo apds completa
solidificagdo do meio (Figura 1).

Incubar as placas a 30°C e acompanhar o crescimento das coldnias por 3 dias para
leveduras e bactérias ou 7 dias para fungos filamentosos.

Apbs incubacdo, avaliar a formacdo dos halos de producdo, seja pela visualizacao
diretas das zonas de acdo enzimatica (proteases) ou pelo tratamento com as solugdes
de revelacdo (amilase e pectinase).

Medir os halos com auxilio de um paquimetro ou régua (Figura 1).




ESQUEMA DO METODO DE ANALISE DE PRODUGAO DE ENZIMAS AMILASE POR MICROORGANISMOS EM PLACA
1. INOCULAGAO EM CANUDOS CORTADOS

2. INCUBAGAO A 30°C POR 48 HORAS

Placa de Petri :‘;z:’:&:ig
com &gar amido\

4. VISUALIZAGAO DAS ZONAS DE DEGRADAGAQ

Zona de Degradagao
(Halo Claro)
= Produgdo de Amilas

Remogao de
canudos com pinga

Agar com Amido
(Azul-Escuro)

Adigdo de Lugol
(Solugéo de lodo)

Halo Claro
(Sem Amido)

Figura 1: Esquema das etapas de triagem de microrganismos produtores de amilase por metodologia em
placa. Os procedimentos para analise de produgdo das demais enzimas seguem as mesmas etapas,

ressalvadas as diferencas de meios e 0 modo de revelagdo dos halos. Fonte: imagem gerada por inteligéncia
artificial (https://gemini.google.com/app).
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