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RESUMO

Isolados marinhos de Bacillus sp. foram investigados quanto a capacidade de producéo das
enzimas hidroliticas extracelulares: amilase, celulase, esterase, fosfolipase, lipase, pectinase
(poligalacturonase e pectato liase) e protease (caseinase e gelatinase). Todas as bactérias
apresentaram pelo menos 4 das 9 enzimas testadas, verificado pela presenca de halos em torno das
coldnias em meio sélido. O isolado BCL 02 produziu a maior quantidade de enzimas, enquanto BCL
04 e BCL 07 foram os menores produtores. A gelatinase foi a enzima mais frequente entre as cepas e
a fosfolipase a menos frequente. De acordo com o nivel de producéo enziméatica, as cepas foram
agrupadas como ndo produtoras, moderadamente produtoras ou fortemente produtoras com base no
indice de atividade enzimatica calculado. A diversidade de enzimas encontradas nos isolados
marinhos demonstra que esses micro-organismos sao capazes de metabolizar uma série de
substancias distintas, indicando seu potencial de aplicacéo biotecnoldgica e industrial.
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INTRODUCAO

Os representantes do género Bacillus s&o encontrados nos mais diversos ambientes,
cada qual com caracteristicas fisico-quimicas Gnicas. O sucesso dessa adaptacao se deve, em
parte, ao grande arsenal enzimatico que lhes confere a habilidade de degradar uma gama de
substratos diversos (Priest, 1977), tornando-os interessantes alvos para estudos de atividade
enzimética com potencial aplicacdo biotecnoldgica e industrial (Underkofler, Barton, Rennert,
1958; Choi, Han, Kim, 2015).

No estudo dessas enzimas, busca-se ndo apenas cepas que apresentem uma atividade
conhecida intensificada, mas também novas linhagens detentoras de outras propriedades e
aplicacbes. Nesse contexto, incluem-se 0s micro-organismos presentes no ambiente marinho,
cujo metabolismo é fortemente influenciado pelas condigdes adversas do meio, muitas vezes
resultando na produgdo de moléculas mais potentes e diversificadas quando comparadas ao
ambiente terrestre (Zhang, Kim, 2010). Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi investigar o
perfil enzimatico de representantes do género Bacillus isolados do ambiente marinho.
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MATERIAL E METODOS

Um total de 19 isolados marinhos de Bacillus sp. (previamente obtidos a partir do
muco do cnidério Palythoa caribaeorum) foram repicados em 5 mL de caldo nutriente (30°C,
500 rpm, 24h). Aliquotas de 5 puL foram inoculadas nos meios (em triplicata): agar nutriente
(Himedia) acrescido de 0,2% de amido para amilase, 5% de leite desnatado para caseinase e
1,5% de gelatina para gelatinase; agar celulose (Kasana et al., 2008, modificado) acrescido de
2 g papel de filtro de baixa gramatura (18 g/m?) para celulase; agar peptona (Sierra, 1957)
acrescido de 1% Tween 20 para esterase e 1% Tween 80 para lipase; agar-gema de ovo
(Kashid, Ghosh, 2010, modificado) acrescido de 5 mL de gema de ovo para fosfolipase; agar
pectina (Hankin, Anagnostakis, 1975) para pectinase (pH 5,0 para poligalacturonase e pH 7,0
para pectato liase).

Apds incubacdo a 30°C por 48h, a presenca de atividade enzimatica foi confirmada
pela visualizagdo de halos em torno das colbnias. O didmetro das colonias e dos halos foi
medido em milimetros e a mediana dos valores das triplicatas foi empregada no célculo da
zona de precipitagdo (Pz), que corresponde a raz&o entre o didmetro das coldnias e o diametro
dos halos (Price, Wilkinson, Gentry, 1982). Os resultados foram expressos nas categorias A
(Pz = 1; sem atividade enzimatica), B (0,63 < Pz < 1; atividade enziméatica moderada) ou C
(Pz <0,63; forte atividade enzimatica).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Todas as cepas apresentaram atividade enzimaética para aopele menos 4 das 9 enzimas
avaliadas (Tabela 1), o que comprova a diversidade metabolica do género Bacillus, com
potencial para a exploracdo industrial (Zhang, Kim, 2010; Choi, Han, Kim, 2015). O isolado
BCL 02 foi o maior produtor de enzimas, com resultado positivo em todos os ensaios (9/9
enzimas), enquanto BCL 04 e BCL 07 produziram o menor nimero (4/9 enzimas) (Figura 1).

Figura 1 — Frequéncia de ocorréncia de enzimas para cada cepa e total de cepas positivas por enzima
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A fosfolipase foi a enzima com atividade menos frequente entre as cepas (9/19 cepas).
Em contrapartida, a gelatinase foi a mais frequentemente encontrada (19/19 cepas), seguida
pela esterase (18/19 cepas) e pela caseinase (17/19 cepas).
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Com excecdo do teste para gelatinase, em todas as enzimas foram observados casos
em que houve crescimento microbiano sem que fosse detectada qualquer producao enzimatica
(Tabela 1), o que pode ser devido a utilizacdo de fontes alternativas de nutrientes presentes na
composi¢do do meio sem a degradacdo do substrato enziméatico no tempo observado.

No meio para fosfolipase, ndo houve crescimento das cepas BCL 04, BCL 07, BCL
08, BCL 09, BCL 21, BCL 22 e BCL 23, indicando a incapacidade desses isolados em
degradar a fonte de carbono em questéo (

Tabela 1Fabela-1).

Tabela 1 - Atividade enzimatica® de isolados marinhos de Bacillus sp. em meio sélido
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BCLO1L 060 C 0,16 C 100 A 053 C 100 A 066 B 068 B 053 C 053 C
BCLO2 0,78 B 022 C 0,74 B 0,70 B 055 C 029 C 035 C 0,73 B 0,78 B
BCLO0O3 038 C 023 C 100 A 100 A 067 B 033 C 031 C 100 A 0,73 B
BCLO4 100 A 100 A 064 B — — 047 C 100 A 100 A 050 C 049 C
BCLOs 1,00 A 100 A 077 B 050 C 047 C 100 A 100 A 037 C 050 C
BCLO7 100 A 100 A 064 B — — 047 C 100 A 100 A 035 C 047 C
BCLoO8 081 B 023 C 100 A — — 053 C 051 C 042 C 046 C 061 C
BCLO9 043 C 022 C 082 B — — 056 C 057 C 050 C 0,27 C 0,32 C
BCL11 065 B 026 C 088 B 1,00 A 043 C 036 C 035 C 044 C 064 B
BCL12 037 C 023 C 0,77 B 1,00 A 038 C 026 C 0,27 C 036 C 041 C
BCL14 100 A 100 A 0,77 B 083 B 046 C 100 A 100 A 042 C 044 C
BcL1s 044 C 023 C 100 A 050 C 0,71 B 026 C 0,26 C 060 C 0,73 B
BCcL16 045 C 023 C 100 A 055 C 0,72 B 028 C 0,25 C 060 C 0,71 B
BcL18 1,00 A 100 A 08 B 055 C 067 B 100 A 100 A 046 C 054 C
BCL19 100 A 100 A 08 B 050 C 0,71 B 100 A 100 A 046 C 050 C
BCL20 106 A 100 A 08 B 045 C 0,717 B 1,00 A 100 A 0,39 C 049 C
BCL?21 020 C 0,16 C 100 A — — 046 C 027 C 0,27 C 080 B 0,75 B
BCL22 07/5 B 058 C 100 A — — 053 C 045 C 047 C 100 A 0,73 B
BCL23 08 B 100 A 100 A — — 0,74 B 0,73 B 0,70 B 0,63 B 0,66 B

* Resultados expressos como indice Pz (zona de precipitacdo), que representa a razdo entre o didmetro médio das
coldnias e o didmetro médio dos halos. A (Pz=1, sem atividade enzimatica), B (0,63<Pz<1, atividade moderada),
C (Pz<0,63, forte atividade) e — (Pz=0, sem crescimento).

De modo geral, os resultados demonstraram que as bactérias marinhas testadas sdo
boas produtoras de proteinases e esterases. Essa caracteristica pode ser explicada pelo
ambiente do qual foram isoladas (muco do cnidario) que, por ser muito rico em proteinas,
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lipidios e polissacarideos, fornece um meio seletivo para a adaptacdo metabdlica dos isolados
(Brown, Bythell, 2005). A influéncia do ambiente na indugdo da atividade enzimatica pode
ser bastante significativa, ja que em outros trabalhos como o de Carrim et al (2006), os
Bacillus spp. isolados de Jacaranda decurrens ndo apresentaram atividade enzimética para
esterase e caseinase.

CONCLUSOES

A maioria das bactérias mostrou a capacidade de produzir enzimas hidroliticas
extracelulares em meio solido, principalmente proteinases e esterases. A diversidade
enzimatica encontrada nos isolados marinhos indica que esses micro-organismos sao capazes
de metabolizar uma série de substancias distintas, o que em associagdo as particularidades de
seu metabolismo resultantes das pressGes impostas pelo ambiente em que vivem, faz dessas
cepas uma fonte virtualmente inesgotavel de moléculas com potencial de aplicacdo
biotecnologica e industrial.
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