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RESUMO

A composigao do solo de lixGes apresenta uma microbiota diversificada, a qual atua na decomposigao e biorrecuperagao do solo,
além de produzir compostos e enzimas extracelulares essenciais e com bioatividade de interesse industrial e biotecnoldégico. Com
base nisso, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade enzimatica dos microrganismos isolados do solo de lixdo da
regido de Apicum-Agu, Maranhdo, Brasil. Para isolamento dos microrganismos, as amostras de solo foram sujeitas a diluicdes
seriadas decimais e inoculadas em meios de cultura convencionais, a 28°C por 7 dias, para isolamento e numeragao. Utilizou-se a
técnica de microcultivo para analise das caracteristicas morfoldgicas e identificacdo a nivel de género dos microrganismos isolados.
Posteriormente, para anadlise enzimatica qualitativa, realizou-se os testes de protease e lipase, em meios especificos, com
incubagdo a 28°C em observagdo constante em um periodo de 72 horas a 7 dias. Dos trés isolados provenientes do solo de um
lixdo da cidade Apicum-Acgu, foi possivel identificar microscopicamente a presenca de Aspergillus sp. Todos os isolados
apresentaram positividade para a produgdo de protease, enquanto somente os isolados 2 e 3 foram positivos para a produgdo de
lipases. Dessa forma, evidencia-se a importancia da busca por microrganismos de interesse presentes em diferentes biomas e
condigdes ambientais, como o solo de lixao trabalhado no estudo, necessitando-se, assim, de estudos mais aprofundados desses
isolados, que permitirdo uma caracterizagdo mais completa de seus beneficios para a indUstria tecnoldgica e ambiental.

Palavras-chave: Descargas a céu aberto; Enzimas; Microbiologia do solo.
ABSTRACT

The soil composition of landfills presents a diversified microbiota, which acts in the decomposition and biorecovery of the soil, in
addition to producing essential extracellular compounds and enzymes with bioactivity of industrial and biotechnological interest.
Based on this, the present project aims to evaluate the enzymatic activity of microorganisms isolated from the soil of dumps in
the region of Apicum-Acgu, Maranhdo, Brazil. For isolation of microorganisms, soil samples were subjected to serial decimal dilutions
and inoculated in conventional culture medium, at 28°C for 7 days, for isolation and numbering. The microculture technique was
used to analyze the morphological characteristics and identify the isolated microorganisms at the genus level. Subsequently, for
qualitative enzymatic analysis, protease and lipase tests were performed, in specific culture medium, with incubation at 28°C under
constant observation over a period of 72 hours to 7 days. Of the three isolates from the soil of a landfill in the city of Apicum-Agu,
it was possible to identify macro and microscopically the presence of and Aspergillus sp. All isolates were positive for protease
production, while only isolates 2 and 3 were positive for lipase production. Thus, the importance of the search for microorganisms
of interest present in different biomes and environmental conditions, such as the landfill soil worked on in the study, is evident,
thus requiring more in-depth studies of these isolates, which will allow a more complete characterization of its benefits for the
technological and environmental industry.

Keywords: Open dumps; Enzymes; Soil microbiology.

2996




interfaces

Artigos
Originais

V.11, N. 3 (2023) | ISSN 2317-434X

INTRODUCAO

O solo é um habitat diversificado, tendo em sua
composicao fatores fisicos, quimicos e biolégicos, para
garantia da sua qualidade. Em seus componentes
bioldgicos, o solo apresenta uma microbiota variada, com
microrganismos que atuam em ciclos bioquimicos para
manutencdo da vida e do meio ambiente, encontrando-se
especies de fungos, bactérias, algas, protozoarios e virus
residentes desse local (FIDELIS et al., 2016; FREITAS et
al., 2017).

Esses microrganismos Ss80 responsaveis por
diversas atividades, como a decomposicdo de compostos
complexos em pequenas moléculas, mineralizacéo,
fixacdo de nitrogénio, biorremediacdo do solo
contaminado por agrotdxicos, producdo de compostos e
enzimas extracelulares para adaptacdo e competicdo por
espaco. Além disso, a microbiota do solo auxilia na
producdo de nutrientes e outros elementos vitais para a
biodiversidade vegetal e animal (LEAL et al., 2021).

Em ambientes, como o lixdo, o solo é exposto a
contaminacdo por diversos residuos, desde materiais
hospitalares, gases e metais pesados. Diante disso,
salientando-se que o solo ja é normalmente um ambiente
estressante, e devido a sua contaminacdo, 0s
microrganismos que habitam nesse local precisam
desenvolver estratégias para garantia de sobrevivéncia
(MUNOZ-ROJAS et al., 2016).

Uma dessas estratégias é a producdo enzimatica,
sendo 0s microrganismos a mais importante fonte de
producdo enzimatica de interesse industrial e
biotecnologico. Essas enzimas possuem  diversas
atividades biol6gicas e participam essencialmente na
qualidade do solo, sendo responsaveis pela quebra de
substancias para o metabolismo energético, e podendo
estar envolvidas nos processos de formagéo de estruturas,
como a parede celular, e germinacdo de esporos
microbianos (JANUSCKIEWICZ et al., 2019; PATEL;
SINGHANIA; PANDEY, 2017).

Sabendo que o solo de lixdes é rico em substancias
contaminantes, as quais servem de substrato para o
metabolismo energético de microrganismos, e que as
espécies residentes de solos contaminados produzem
enzimas que auxiliam na sobrevivéncia em ambientes
hostis, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a
atividade enzimética dos microrganismos isolados do solo

de lixdo da regido de Apicum-Acu, Maranhdo, Brasil.
METODOLOGIA
Coleta de amostras de solo

O solo utilizado para isolamento de
microrganismos foi coletado de forma randémica em dez
pontos distintos, do lixdo situado na regido do municipio
de Apicum-Acu, localizada no estado do Maranh&o, Brasil
(Latitude: 1° 34' 37" Sul e Longitude: 45° 4' 46" Oeste).

Isolamento

Para realizacdo do isolamento foi utilizada a
técnica de diluicdo seriada de acordo com Clark (1985),
onde foi preparada uma solucéo contendo 10 g de amostra
composta do solo impactado e adicionados em 90 ml de
solucdo salina (0,9%), sendo homogeneizados durante
cinco minutos. Em seguida, retirou-se uma aliquota de 1
ml da suspensdo, que foi diluida em 9 ml de soro
fisioldgico, seguindo diluicBes seriadas decimais até 10°°.
Utilizou-se aliquotas de 100 pL das diluigdes 10 e 10*
para semeadura e inoculagdo, em duplicata, nos meios de
cultura Batata Dextrose Agar (BDA), Agar Sabouraud
Dextrose (SDA) e Agar Batata natural, sendo
armazenados em estufa a 28° durante um periodo de 7 dias.
Apos, conseguiu-se isolar 3 colbnias de microrganismos,
identificados e enumeradas como isolados 1, isolados 2 e
isolados 3.

Microcultivo

Para identificacdo presuntiva a nivel de género,
realizou-se a técnica de microcultivo para analise das
caracteristicas morfologicas dos isolados, conforme o
método de Holt, Williams e Sharpe (1989) com
adaptacdes. As placas foram montadas contendo meio de
cultura BDA. As cepas foram semeadas nas placas, e
posteriormente uma laminula foi inserida de forma
inclinada ao meio (Figura 1). Estas foram armazenadas em
estufa a 28°C por 5 dias. Apdés, procedeu-se a retirada da
laminula sobrepondo-a sobre uma I&mina e coradas com
azul de algoddo para analise em microscépio 6ptico em
objetiva de 40x.
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Figura 1. Microcultivo para identificacio dos isolados do solo de lixdo de Apicum-Acu, Maranhao, Brasil.

inclinada

Microcultivo com lamina

Visualizagdo em lamina
com coloracéo de azul
de algodao

Fonte: Autores, 2023

Ensaio enzimatico
Protease

Para a avaliagdo da producdo de protease, foi
preparado 250 mL meio de cultura, contendo 0,05 g de
sulfato de magnésio, 0,025 g de cloreto de sédio, 0,1 g de
extrato de leveduras, de 0,1 g fosfato de potassio
monobésico, 0,025 g de fosfato de potassio dibasico, de
3,75 g de agar bacterioldgico e 4 g de leite em po
desnatado. Apds preparo, este foi levado a esterilizagdo e
em seguida distribuidos em placas de Petri, até
solidificacdo. As cepas foram inoculadas em quatro
guadrantes das placas e levadas a incubacdo em 28°C
durante 72h. Para verificagdo da presenca de halos
transparentes, adicionou-se acido acético 5% (v/v) as
placas (OLIVEIRA et al., 2012).

Lipase

Para a metodologia, 0 meio de cultura utilizado foi
adaptado de Cruz (1985) e Sejas (2002). Primeiramente
realizou-se a preparagdo da emulsdo em um erlenmeyer
(250 mL) contendo 0,25 g de margarina, 5 g de BDA e 25
ml &gua destilada. Posteriormente, em um segundo
erlenmeyer (250 mL), foi realizado o preparo do meio,
adicionando-se 1,42 g de peptona, 0,85 g de extrato de

carne e 225 ml de agua destilada. Em seguida, foram
esterilizados separadamente, resfriados a 50°C e aditados
vigorosamente. Apds esse processo, foram acrescentados
0s 25 ml da emulséo aos 225 ml de meio, adicionados em
placa de Petri. Para a avaliacdo das enzimas lipoliticas, as
cepas foram inoculadas em quatro quadrantes das placas,
e levadas a incubagdo em estufa a 28°C por um periodo de
7 dias. Para observacdo da atividade, foi observada a
formac&o de halos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os lixdes se caracterizam pela alta carga de
residuos solidos no solo sem qualquer manejo especifico,
visando diminuir os impactos ambientas desses depositos
(OLIVEIRA et al., 2016). A andlise dos componentes
quimicos, fisicos e bioldgicos sdo amplamente aplicados
para avaliar a satde do solo dessas areas, principalmente
para o estabelecimento de medidas e intervengdes mais
adequadas para recuperacdo ambiente em degradacdo
(FIDELIS et al., 2016; FREITAS et al., 2017).

Nesse estudo, foram isolados 3 microrganismos
componentes da microbiota residente do solo do lixdo da
regido de Apicum-Acu, no Maranhdo, e testado a
capacidade desses isolados de produzirem enzimas. Os
principais resultados microbioldgicos e de producédo
enzimatica resumidos na Tabela 1.

Tabela 1. Identificacdo e atividade enzimética de isolados de lixdo (2023)

Isolado Identificacdo
Isolado 1 Aspergillus sp.
Isolado 2 Aspergillus sp.
Isolado 3 Aspergillus sp.

Legenda: +: positivo; -: negativo

Atividade enzimatica

Protease Lipase
+ -
+ +
+ +

Fonte: Autores (2023)
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Foram analisadas as caracteristicas macro e liberagdo de pigmento escuro (Figura 2A), além da
microscopicas das colbnias para a identificagdo a nivel de  observagdo de hifas cenociticas, com a formagdo de
género. O isolado 1 foi identificado como Aspergillus sp.,  esporos em arranjo de flor (Figura 2B).
com coldnias acinzentadas, micélio aéreo predominante e

Figura 2. Analise macro e microscopica do isolado 1 (Aspergillus sp.) do solo do lixdo de Apicum-Acu, Maranhéo, Brasil.

Fonte: Autores, 2023

O isolado 2 foi identificado como Aspergillus sp.,  formacéo de esporos em espiral em arranjo de flor (Figura
apresentando colbnias esbranquicadas e micélio aéreo  3B).
predominante (Figura 3A), com hifas cenociticas e

Figura 3. Andlise macro e microscopica do isolado 2 (Aspergillus sp.) do solo do lixdo de Apicum-Acu, Maranh&o, Brasil.

Fonte: Autores, 2023
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O isolado 3, identificado como Aspergillus sp.,
apresentou colbnias acinzentadas, com micélio aéreo
predominante e liberagdo de pigmento rosea (Figura 4A),

sendo caracterizado por hifas septadas e cabega aspergilar
com esporos em formagéo floral (Figura 4B).

Figura 4. Analise macro e microscopica do isolado 3 (Aspergillus sp.) do solo do lix&o de Apicum-Agu, Maranh&o, Brasil.

Fonte: Autores, 2023

Os microrganismos presentes no solo, como
Aspergillus sp., sdo agentes na manutencao do equilibrio
ecossistémico local. Por serem, em sua maioria, quimio-
heterotréficos, os microrganismos podem metabolizar
polimeros complexos do solo como fonte de energia,
participando ativamente da ciclagem de biomassa, da
degradacdo de substancias orgénicas e de ciclos de
compostos importantes, como carbono, nitrogénio e
fésforo (MEIJ et al., 2017).

Essa atividade metabolica se deve principalmente
pela produgdo enzimas, que sdo uma parte ativa do
metabolismo para a obtengdo de energia e podem ser
isoladas de fontes vegetais, animais e microbianas. No
metabolismo energético, as enzimas sdo componentes
catalisadores, geralmente de caracteristica proteica, com
acdo intra e extracelular de intermediar e acelerar reacdes
quimicas (RAVINDRAN et al., 2018).

E importante citar que os microrganismos que
vivem nessas regides adversas e de estresse, como 0 solo
de lixBes, tendem a se adaptarem ao meio para sua
sobrevivéncia (MUNOZ-ROJAS et al., 2016). Dessa
forma, a quali e quantificacdo das enzimas dispersas no
solo ou produzidas in vitro por esses microrganismos

isolados fazem parte do processo de analise dos
componentes do solo, indicando os artificios metabdlicos
necessario para a sobrevivéncia naquele nicho e,
consequentemente, fornecendo dados sobre o nivel de
degradacéo local (YADA et al., 2015).

Entre as principais enzimas produzidas por
microrganismos, pode-se citar as proteases e lipases. As
proteases, também conhecidas como peptidases, sao
pertencentes ao grupo das enzimas hidrolases e possuem
multifuncdes organicas, catalisando variados polimeros
proteicos em peptideos e aminoécidos (NNOLIM; OKOH;
NWODO, 2020). As lipases, também conhecidas como
glicerol éster hidrolase ou triacilglicerol acilidrolase,
pertencem ao grupo das enzimas catalisadoras de reacdes
de hidrdlise de triglicerideos em glicerol e &cido graxo em
uma interacdo 6leo-agua (JAVED et al., 2018).

No presente estudo, foi verificada a capacidade
dos isolados de solo de lixdo de Apicum-Agu em produzir
proteases e lipases (Tabela 1). Observou-se que todos 0s
isolados apresentaram positividade para a produgdo de
protease (Figura 5), enquanto somente 0s isolados 2 e 3
foram positivos para a producéo de lipases (Figura 6).
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Figura 5. Analise da producao de protease das cepas de Aspergillus sp. isoladas do solo do lixdo de Apicum-Acu, Maranhéo,
Brasil.

Legenda: A: Isolado 1; B: Isolado 2; C: Isolado 3;

Fonte: Autores, 2023

Figura 6. Analise da producao de protease das cepas de Aspergillus sp. isoladas do solo do lixdo de Apicum-Acu, Maranhéo,
Brasil.

Legenda: A: Isolado 1; B: Isolado 2; C: Isolado 3;

Fonte: Autores, 2023

Nd& se encontrou na literatura analises
enzimaticas de microrganismos isolados de solo de lix&o.
Porém, é crescente o estudo industrial e ambiental da
producdo de enzimas por microrganismos, as quais, se
produzidas sob condi¢des laboratoriais favoraveis, podem
proporcionar bioatividades de interesse biotecnoldgico,
farmacéutico, médico e alimenticio (PATEL;
SINGHANIA; PANDEY, 2017).

As proteases e lipases sdo amplamente valorizadas
a nivel comercial e industrial, devido sua facil extracdo e
diversidade de uso, a exemplo da producéo de detergentes,
racbes e couros, desenvolvimento de medicamentos,

producdo de biocombustiveis, alimentos e cosméticos,
alem de outras fungdes (PATEL; SINGHANIA,;
PANDEY et al., 2017; SHARMA et al., 2019).

Entre os microrganismos produtores dessas
enzimas, destacam-se os géneros Aspergillus, Bacillus,
Penicillium, Pseudomonas, Lactobacilos, Serratia, entre
outros (KOVACIC et al., 2019; SHARMA et al., 2019;
GIMENES; SILVEIRA; TAMBOURGI, 2021). Se
tratando de solo contaminados por residuos sélidos em
lixdes, a biorremediacdo de locais com impactos
ambientais utiliza dos estudos das caracteristicas
metabdlicas dos microrganismos residentes para a
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recuperacdo ambientais com minima
antropica possivel (FIDELIS et al., 2016).

Partindo desses conhecimentos, nesse projeto, foi
possivel confirmar a presenca de espécie ja caracteristica
da microbiota de solo, tratando-se de Aspergillus sp., com
positividade para a producdo de enzimas e j& estudada, ndo
somente em avaliagdes clinicas, mas também na industria
biotecnolégica para a busca de beneficios
socioeconémicos

No entanto, ressalta-se que estudos demonstram
que a microbiota residente em espaco de depoésitos de
residuos sélidos é singular, uma vez que lixdes e aterros
demandam uma &rea de ocupacgdo grande, ndo seguindo
um padrdo de depdsito desses residuos, modificando a
disposicdo de microrganismos no solo e dificultando a
comparagdo ou reproducdo de resultados (ZEPEDA;
LEON; FLORES, 2015). Dessa forma, as avaliagbes de
microrganismos presentes no solo de lixGes necessitam de
analise de caso a caso, podendo apresentar resultados
corroborativos ou divergentes, até mesmo, dentro de uma
mesma amostra coletada

intervencéo

CONCLUSAO

Dos trés isolados provenientes do solo de um lix&o
da cidade Apicum-Acu, estado do Maranh&o, foi possivel
identificar macro e microscopicamente a presenca de
Aspergillus sp. Todos os isolados demonstraram a
producdo de enzimas proteoliticas, enquanto somente 0s
isolados 2 e 3 apresentaram positividade para enzimas
lipidoliticas. Dessa forma, evidencia-se a importancia da
busca por microrganismos de interesse presentes em
diferentes biomas e condi¢fes ambientais, como o solo de
lixdo trabalhado no estudo, necessitando-se assim, de
estudos mais aprofundados desses isolados, que
permitirdo uma caracterizacdo mais completa de seus
beneficios para a industria tecnoldgica e ambiental.
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