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ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE MICRORGANISMOS COM POTENCIAL
PARA USO BIOTECNOLOGICO

Rejane Rodrigues de Sousa’

RESUMO: A capacidade de os microrganismos degradarem compostos orgdnicos é cientificamente
reconhecida e utilizada em processos industriais e de tratamento biologico de efluentes liquidos e
residuos solidos. Este trabalho teve como finalidade isolar e caracterizar microrganismos a partir de
amostras de sedimentos de regioes costeiras de Sdo Francisco do Conde — BA, ambientes extremdfilos
(com alta concentracdo de metais, sais, extremos de pH, etc.). Os meios de cultura utilizados foram
idénticos a outros descritos na literatura. No caso de condicdes extremas de pH, os meios foram
adaptados para atender as mesmas. A caracterizagdo destes microrganismos foi realizada a partir do
crescimento em meio de cultura, medida do tamanho da colbnia e producdo de halo. Foi isolado um
fungo que cresceu em diferentes condicoes de temperatura e pH, com formacdo do halo ao redor da
colénia, indicando producdo enzimdtica. O fungo isolado degradou tanto a xilana quanto a celulose
quando submetido a estes substratos, demonstrando que este microrganismo é capaz de produzir
xilanases e celulases, enzimas com aplicacdo industrial. Estas caracteristicas sdo importantes, pois nas
producées industriais existem oscilagcoes de pH e temperatura. Um microrganismo que se adapta a estas
diferentes condicdes pode ser facilmente inserido nos processos de produgcdo. O comportamento deste
fungo também desperta interesse na drea ambiental e biotecnologico para uso em diferentes processos
industriais ou de biorremediacdo, entretanto faz-se necessdrio considerar que os testes para sua
aplicabilidade final ndo sdo conclusivos.
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1. INTRODUCAO

Viérios microrganismos tém demonstrado produzir enzimas capazes de hidrolisar
eficientemente substratos lignocelulésicos, sendo este processo de hidrdlise de grande interesse
biotecnoldgico para uso em diferentes industrias. A obten¢do dessas enzimas foi conseguida
através de extracdo a partir do meio de cultura onde o microrganismo cresce.

No inicio dos anos 50, foram publicados estudos sobre celulase, enzima produzida por
fungos e bactérias que podem decompor celulose em glicose, visando o enorme potencial de
conversdao de materiais lignoceluliticos em glicose e outros actcares (COUGH, 1985; BHAT,
2000). Apds estas pesquisas, foi mostrado que a bioconversdo eficiente de lignocelulose a
acucares soldveis por enzimas era um processo dificil e pouco econdmico (COUGH, 1985;
BHAT, 2000). Porém, com o avango das pesquisas bdsicas e aplicadas sobre estas enzimas,
principalmente as de origem microbiana, foram verificando o enorme potencial destes
catalisadores em vdrios processos industriais. Atualmente tais enzimas t€m sido usadas nas
industrias alimenticia, téxtil, de producdo de detergentes, vinho, polpa e papel, cerveja, alimentos
para animais; na agricultura, aproveitamento de residuos agro-industriais, além de uso em
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pesquisas (BAYER et al., 1994; BASJPAIL, 1999; BHAT, 2000). Desta forma, a demanda por
celulases e outras enzimas hidroliticas vem crescendo rapidamente.

Celulose ¢ a mais abundante fonte de carboidratos de origem vegetal, polissacarideo
constituido por unidades de glicose que forma a parte principal das paredes das células das
plantas; ocorre naturalmente em produtos fibrosos como o algodao; ¢ matéria-prima de muitos
produtos manufaturados como papel e celofane (1). As enzimas envolvidas na degradacdo de
celulose consistem principalmente de 1,4-B-D-glucana glucanohidrolase (EC 3.2.1.4,
endoglucanase) e 1,4-B-D-glucana celobiohidrolase (EC 3.2.1.91, celobiohidrolase)
(HENRISSAT et al., 1989).

O seu uso para fins biotecnoldgicos tem sido verificado em diferentes aplicagdes
industriais. Assim nas industrias de detergentes, téxteis e de remog¢ao de tintas, hd uma demanda
por celulases que removam por¢des especificas. Ja no caso das industrias de alimentacdo animal,
se faz desejavel o uso de enzimas que hidrolisem de forma mais completa a celulose e, de forma
geral, material de origem vegetal a agicares que possam ser mais facilmente digeridos. Uma
demanda importante por celulases mais eficientes se faz fortemente presente para a hidrolise de
celulose a glicose, em processos de conversdo de biomassa a combustiveis alternativos e outros
produtos quimicos (LIUNGDAHL et al., 1999; SCHWARZ, 2001).

As hemicelulases polissacarideos, presentes também em grande quantidade na parede
celular de plantas, vém sendo testadas quanto ao seu potencial de uso em diferentes processos
industriais. Por exemplo, as xilanases que sdo enzimas chaves na degradacao de xilana, que € o
principal tipo de hemicelulose € o maior polissacarideo hemiceluldsico presente na parede
celular das plantas, é, portanto, a mais abundante fonte de carbono presente na madeira e nos
residuos agricolas (2). As xilanases t€ém sido empregadas no pré-tratamento de polpa de celulose
durante a producdo de papel (FILHO, 1998; KULKARNI et al.,1999). Polpas de celulose
tratadas com estas enzimas apresentam uma diminui¢cdo na quantidade de hemicelulose
contaminante, o que caracteriza a obten¢do de uma polpa mais pura e, conseqiientemente, mais
branca, com reducdo no consumo de compostos poluentes durante o processo (YANG &
ERIKSSON, 1992; CHRISTOV & PRIOR, 1996). Xilanases sdo também utilizadas nas
industrias de alimentos (YANG et al., 1989; HESPELL & WHITEHEAD, 1990; BHAT, 2000)
e, além disso, tem-se destacado o potencial dessas enzimas no processamento de materiais
lignocelulésicos para a producdo de combustiveis liquidos e de reagentes (KULKARNI et al.,
1999). A conversao enzimdtica de xilana a seus componentes requer a participagdo de varias
enzimas, incluindo, xilanases, B-xilosidades, o-L-arabinofuranosidases, o-glucuronidases, acetil
xilana esterases e p-cumaroil e p-feruloil esterases (LI & LJUNGDAHL, 1994).

Os microrganismos encontram ainda grande potencial de aplicacdo em processos de
biorremediacdo. A biorremediacdo surgiu como uma alternativa de remediacdo de locais
impactados com poluentes organicos e se baseia na utilizacdo de populacdes microbianas que
possuem a habilidade de metabolizar determinados poluentes. A capacidade de microrganismos
de degradar compostos organicos € cientificamente reconhecida e vem sendo utilizada ao longo
do tempo em processos de tratamento biolégico de efluentes liquidos e residuos sélidos. Gragas a
essa habilidade, tém sido desenvolvidos processos biotecnoldgicos destinados a diversas
finalidades, dentre as quais destaca-se degradacdo de poluentes, lixiviacdo de minerais, a
desobstru¢do de pogos de petréleo e a recuperagdo de locais contaminados — solos, dguas
superficiais e subterraneas. Tais microrganismos podem ser encontrados no proprio ambiente
impactado, sendo, na maioria das vezes, os responsdveis pelo desaparecimento dos
contaminantes (2). Os fungos sdo considerados mais eficientes sob condi¢des adversas: solos
com valores extremos de pH, temperatura, limitacao de nutrientes e com baixo teor de umidade.
Um microrganismo que se adapta a estas diferentes condi¢des pode ser facilmente inserido no
processo de produgio.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como finalidade isolar e caracterizar microrganismos a partir de
amostras de sedimentos de regides costeiras de Sdo Francisco do Conde — BA, a fim de verificar
o potencial biotecnoldgico destes organismos de ambientes extremofilos no que se refere ao
crescimento em diferentes faixas de pH e temperatura.

3. METODOLOGIA

Foi realizada a coleta na regido de S@o Francisco do Conde-BA em ambientes
considerados extremdfilos (com alta concentragdo de metais, sais, extremos de pH, etc.). Os
microrganismo provenientes do material coletado foram isolados e selecionados a fim de obter
organismos resistentes a condicdes ambientais extremas. Os meios de cultura utilizados foram
idénticos a outros descritos por XIMENES (1994). No caso de condi¢des extremas de
temperatura, os meios foram adaptados para atender as mesmas. As coldnias obtidas foram
repicadas vdrias vezes.

Os microrganismos foram cultivados em meio s6lido, contendo glicose como tnica fonte
de carbono (0,5%), para a avaliacio da faixa de temperatura ideal para crescimento e
caracterizacdo fisioldégica. O mesmo procedimento foi utilizado para avaliar a capacidade de
degradacdo de dos substratos, celulose e xilana, porém os meios de cultura foram preparados,
contendo 0,5% de tais substratos como tnica fonte de carbono. Todos os experimentos foram
realizados em duplicata, permanecendo em estufa por 72 horas. A produgdo enzimadtica foi
avaliada ap6s adicao do corante vermelho congo e formacao ou ndo de halo.

4. RESULTADOS

O crescimento do microrganismo isolado foi avaliado em diferentes temperaturas (tabela
1). Os halos formados foram medidos em centimetro através do diametro da colonia. Os
microrganismos isolados foram identificados com nimeros (1, 2, 3, 4 e 5). O isolado 1 ndo
cresceu a temperatura de 40°C, porém teve um grande crescimento a 50°C (5,3 cm). Os isolados
2 e 3 ndo se desenvolveram a 60°C, porém a 40°C tiveram uma pequena diferenca entre eles em
termos de tamanho da col6nia (apenas 0,1 cm).

Tabela 1 - Avaliacio do crescimento dos microrganismos
isolados a 40°C, 50°C e 60°C. Os valores correspondem ao
didmetro da coldnia em centimetro.

Didmetro da colonia (cm)
ISOLADO Temperatura

40°C 50°C 60°C
1 - 5,30 1,80
2 0,60 - -
3 0,70 0,70 -
4 0,55 0,50 -
5 0,80 0,40 -
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O isolado 2 cresceu com diametro da coldnia correspondente a 0,6 cm e o isolado 3 com
0,7 cm nesta temperatura. A temperatura 50°C ndo foi apropriada para isolado 2, enquanto o
isolado 3 apresentou o mesmo resultado nas temperaturas de 40°C e 50°C (0,7 cm). Quanto ao
isolado 4, verificou-se valores préximos no que diz respeito ao desenvolvimento da colonia nas
temperaturas 40°C e 50°C. O isolado 5 demonstrou maior afinidade a temperatura de 40°C, em
comparacdo com as demais temperaturas analisadas. Nesta temperatura, a colonia atingiu 0,8 cm
de diametro, ja a 50°C, houve um decréscimo de 0,4 cm no tamanho do diametro do halo.
Apenas o isolado 1 obteve resultado positivo (1,8 cm) a 60°C.

Os resultados referentes ao substrato utilizado nos meios de cultura (tabela 2)
demonstram que o desenvolvimento € diretamente proporcional a degradacdo do substrato. Os
isolados 1 e 4 degradaram tanto xilana quanto celulose e formaram halos (figura 1), portanto sdo
capazes de produzir xilanases e celulases. Ja os isolados 2 e 3 degradaram a celulose, mas ndo
foram capazes de catabolisar o substrato xilana. O oposto ocorreu com o isolado 5 que degradou
a xilana e nao degradou a celulose.

Tabela 2 - Resultado do comportamento dos isolados em
meios de cultura contendo os substratos xilana e celulose.

SUBSTRATO
ISOLADO XILANA CELULOSE
1 Degradou Degradou
2 N3ao degradou Degradou
3 N3ao degradou Degradou
4 Degradou Degradou
5 Degradou Nao degradou

Esta capacidade de degradacdo diferenciada de xilana e celulose e também de
desenvolvimento em diferentes temperaturas € uma importante caracteristica, pois as produgdes
industriais em geral envolvem vdrias etapas nas quais had oscilacio de pH e temperatura e de
substratos. Um microrganismo que se adapta a estas diferentes condicdes pode ser facilmente
inserido nos processos de producao.

Figura 1 - Placa com Isolado 4 em meio de
cultura contendo celulose. A formacgdo do halo
ao redor da coldnia indica producdo enzimadtica.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Todos os isolados submetidos aos testes de degradacao de xilana e celulose obtiveram
resultado positivo pelo menos em um desses substratos. Isto mostra que estes microrganismos
sao capazes de produzir xilanases e celulases. Enzimas que podem ter aplicacdo industrial e
biotecnoldgica.

O comportamento destes isolados também desperta interesse na drea ambiental. A sua
ampla capacidade adaptativa a diferentes temperaturas e substratos permite a inser¢dao destes
seres em ambientes extremofilos para biodegradacdo. Faz-se necessario alertar os testes
realizados para sua aplicabilidade final ndo sdo conclusivos.
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