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RESUMO

Actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas encontradas principalmente no solo e que se destacam pela capacidade de
producéo de enzimas hidroliticas, como amilase e celulase. Essas enzimas degradam, respectivamente, o amido e a
celulose, substratos abundantes no solo, mas que por sua complexidade quimica sdo indisponiveis para nutricdo de
outros organismos. Essas bactérias também crescem em condi¢Bes extremas, como as prevalentes no Semiarido
nordestino, onde ainda sdo raros estudos sobre esse grupo microbiano. Assim, tendo em vista o crescente interesse sobre
o funcionamento bioldgico do solo, aliado ao aspecto biotecnolégico, esse trabalho teve por objetivo avaliar a atividade
enzimética de vinte e oito cepas de actinobactérias dos géneros Streptomyces, Terrabacter, Nocardia e
Micromonospora isoladas de amostras de solo do Parque Nacional de Ubajara, no Estado do Ceard. As atividades
amiloliticas e celuloliticas foram determinadas pelo indice enziméatico correspondente a relacdo entre o didmetro em
milimetros do halo de hidrélise e o didametro em milimetros da colénia de cada cepa. A atividade celulolitica foi
detectada em 75% e a amilolitica em 82% das cepas avaliadas. Uma das cepas avaliadas destacou-se com um indice
enzimatico da celulase igual a 6,90 enquanto o maior indice para a amilase foi 6,23. Os resultados indicaram o potencial
ecolégico e biotecnoldgico das actinobactérias do solo da regido analisada.

Palavras-chave: enzimas, bactéria, caatinga, Nordeste

Enzymatic activity of actinobacteria from semiarid

ABSTRACT

Actinobacterias are Gram-positive bacterias found in soil and are distinguished by their production of hydrolytic
enzymes, such as amylase and cellulase. These enzymes degrade starch and cellulose, respectively, which are abundant
substrates in soil, but that are unavailable for use by other organisms due to their chemical complexity. These bacteria
grow in extreme conditions, such as those prevalent in the Brazilian semi-arid northeast, where there are also few
studies about this microbial group. Thus, due to the growing interest in the biological functioning of the soil, together
with the biotechnology aspect, this work aimed to evaluate the enzymatic activity of twenty eight strains of
actinobacteria of the genus Streptomyces, Terrabacter, Nocardia, and Micromonospora obtained from the soil samples
of the Ubajara National Park in the state of Ceard. The amylolytic and cellulolytic activities were determined by the
enzymatic index corresponding to the relation between the diameter of hydrolysis halo, in millimeters, and the diameter
in millimeters of the colony of each strain. The cellulolytic and amylolytic indexes were detected in 75% and 85% of
the evaluated strains, respectively. One of the strains evaluated stood out with an enzyme cellulase index equal to 6.90
while the highest rate for amylase was 6.23. The results indicated the ecological and biotechnological potential of
actinobacteria from the soil of analyzed region.

Keywords: enzymes, bacteria, caatinga, Northeast

Introducéo

Actinobactérias sdo bactérias Gram-
positivas com elevada concentracdo de guanina e
citosina (G + C) no DNA (Ventura et al., 2007
Cwala et al., 2011; Rao et al., 2012). Séo

encontradas em diversos ambientes e Sdo
importantes ~ componentes  da  populacdo
microbiana na maioria dos solos (Semédo et al.,
2001; Jayasinghe e Parkinson, 2008; Silva et al.,
2012; Velayudham e Murungan, 2012; Lima,
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2013). O crescimento deste grupo é caracterizado
pela formacdo de hifas e de um micélio aéreo
ramificado, apresentando ampla diversidade
morfoldgica (Ventura et al., 2007).

As actinobactérias, particularmente o
género Streptomyces, sdo reconhecidas pelo seu
potencial em produzir uma vasta quantidade de
metabolitos secundarios, dentre 0s quais se
destacam as substancias antibidticas, (Anzai et al.,
2008; Barreto et al., 2008; Duraipandiyan et al.,
2010; Miyauchi, 2012). Devido a esta
peculiaridade, muitas pesquisas foram e estdo
sendo executadas com o objetivo de identificar
novas espécies e novos metabdlitos que possam
ser utilizados nas mais diversas areas cientificas.
Nesse sentido, estudos em sedimentos marinhos
apontaram grande variedade de metabdlitos
produzidos por actinobactérias, em especial,
compostos bioativos usados como antibiéticos
(Dharmaraj, 2009; Bhavana et al., 2013).

@] potencial enzimatico das
actinobactérias é outro aspecto importante a ser
considerado, pois apesar das enzimas ocorrerem
amplamente em plantas e animais, as de origem
microbiana representam as melhores fontes
devido a sua ampla diversidade bioguimica e
suscetibilidade &  manipulacdo  genética
(Altimarano et al., 2000). Depois dos antibidticos,
as enzimas sdo os produtos mais explorados pela
indUstria biotecnoldgica e sdo utilizadas em larga
escala nas industrias téxtil, de papel, de
detergente, de couro, de alimento, entre outras
(Oliveira et al., 2006). Embora muito exploradas
para aplicacGes biotecnoldgicas, as actinobactérias
também tém importante participacdo na ecologia
do solo, destacando-se os processos de ciclagem
de nutrientes, biorremediagdo e de compostagem,
processos decorrentes da degradacdo enzimatica
de substratos organicos complexos, toxicos e de
residuos de materiais utilizaveis na agricultura,
respectivamente. Também sdo produtoras de
compostos terpendides responsaveis pelo odor
caracteristico do solo (Oliveira et al., 2014),
crescem em temperaturas superiores a 50°C,
sobrevivem em ambientes hostis e sdo apontadas
como indicadores da qualidade do solo (Ventura
etal., 2007; Irfan et al., 2012).

Segundo Lima (2013) as actinobactérias
sdo capazes de crescer em locais antropizados e
qgue apresentem condices ambientais hostis.
Fierer et al. (2007) destacam que a abundancia
desse grupo microbiano tende a ser menor em
solos umidos e maior em solos oligotroficos.

O Semiarido brasileiro é uma regido com
ampla variedade de ambientes, apresentando
heterogeneidade na vegetacdo, clima, condigdes

edéaficas, amplitudes térmicas elevadas e solos
com pouca umidade (Kavamura, 2012). Essas
condigdes sdo impostas em especial, pelas
variacbes pluviométricas baixas, geralmente
abaixo de 800 mm anuais e concentradas em
apenas um periodo do ano, associadas com uma
forte intensidade luminosa (Gorlach-Lira e
Coutinho, 2007). Assim, solos sob vegetacdo de
Caatinga sdo habitats bastante peculiares, com
caracteristicas proprias, cuja atividade bioldgica
embora extremamente rica, ainda €é pouco
explorada (Soares Jr et al., 2012). Kavamura
(2012)  reportou a  predominancia  de
actinobactérias em relacdo a outros micro-
organismos do solo, como fungos, principalmente
no periodo de menor pluviosidade. O bioma
Caatinga estende-se pelo dominio de clima
semiarido no Brasil e é reconhecido como um dos
ambientes mais ricos em biodiversidade (IBAMA,
2015). No entanto, esta riqueza é atribuida
principalmente a diversidade vegetal e animal e,
raramente, a de micro-organismos (Prado, 2003).

O termo rizosfera é usado para definir a
porcdo do solo que recebe a influéncia direta das
raizes e onde ocorre a liberagdo de secrecbes que
favorecem o crescimento microbiano (Cardoso e
Nogueira, 2007; Haichar et al., 2014). Segundo
Cardoso e Nogueira (2007), a quantidade de
micro-organismos que ocorrem na rizosfera pode
ser até mil vezes maiores que em solo nao
rizosférico.

As enzimas de interesse na ciclagem de
nutrientes sdo aquelas que catalisam a hidrolise de
constituintes da matéria organica do solo, como a
celulose e 0 amido (Joshi et al., 1993; Fioretto et
al., 2001). A primeira é um polissacarideo
complexo que constitui o principal bloco de
construcdo dos vegetais. E uma das maiores
fracGes de carbono orgénico no solo, representa a
metade do carbono organico na biosfera e é o
mais abundante composto organico do mundo
(Floréncio et al., 2012). No entanto, apresenta
uma estrutura cristalina insoltvel, que dificulta
sua reciclagem (Irfan et al., 2012). Micro-
organismos que excretam celulases
desempenham, pois, um importante papel na
natureza por estabelecerem um elo chave no ciclo
do carbono (Ruegger e Tauk-Tornisielo, 2004).
Além disso, a celulose tem um elevado valor
industrial por ser considerada a fonte menos
onerosa de biomassa para a producdo de
substancias de elevado valor comercial, tais como
acucar, proteinas e outros produtos quimicos
atraves de bioconversdo enzimética (Kuhadet et
al., 2011; Mohanta, 2014).
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O amido esta presente em muitas partes
dos vegetais, principalmente raiz, caule, fruto e
semente, e representa um importante componente
de muitos produtos agricolas (NUfiez-Santiago et
al.,, 2004). O amido é o0 mais importante
polissacarideo de reserva do reino vegetal e
amilases constituem um grupo de enzimas que
possuem acdo sobre esse carboidrato (Gupta et al.,
2003). Assim, micro-organismos produtores
dessas  enzimas afetam  diretamente a
disponibilidade de nutrientes para as plantas e
para outros micro-organismos, bem como as
propriedades quimicas e fisicas dos solos (Jeffrey
et al., 2007). Estudos em areas com vegetacdo de
Caatinga no semiarido brasileiro estdo sendo
incrementados, tendo em vista a necessidade de
ampliar o conhecimento e definir estratégias de
conservagdo, bem como de uso sustentivel dos
recursos. As actinobactérias nessa regido sao
ainda pouco conhecidas e merecem atencdo
especial pelo potencial ecoldgico e biotecnoldgico
gue representam, justificando estudos em busca de
espécies capazes de degradar compostos de
interesse ambiental e industrial.

Diante do exposto, este trabalho teve
como objetivo avaliar a atividade celulolitica e
amilolitica de 28 cepas de dos géneros
Streptomyces, Terrabacter, Nocardia e
Micromonospora isoladas do solo do Parque
Nacional de Ubajara, uma Unidade de Protecédo
Ambiental localizada no Estado do Ceara.

Material e Métodos

O presente estudo foi realizado na Unidade
de Conservagdo Parque Nacional de Ubajara, na
divisa entre os Estados do Cearé e Piaui.

Area de estudo: Parque Nacional de Ubajara
(PARNA Ubajara)

Esta unidade de conservagdo esta localizada
no planalto da Ibiapaba, ao norte do Estado do
Ceard, a 320 km de Fortaleza, abrangendo parte
dos municipios de Ubajara, Frecheirinha e
Tiangua, no dominio da Caatinga (coordenadas
geogréaficas 3° 48’ — 3° 50 lat. S e 40° 52° — 40°
55’ long. W) (Figura 1) (IBDF/FBCN, 1981).

A temperatura do parque varia de 20 °C a
22 °C e o solo é classificado como Latossolo
Vermelho-Amarelo distrofico (ICMBio, 2015).
Ha dois periodos climéticos distintos: no primeiro
semestre do ano, mais chuvoso e frio, e o segundo
semestre, praticamente sem chuvas e com
temperaturas mais elevadas.

Figura 1. Localizacdo geogréafica do Parque
Nacional de Ubajara (PARNA Ubajara) no Estado
do Cears, Brasil. Fonte:
www.portalubajara.com.br

A precipitacdo pluviométrica média fica em
torno de 1.463,3 mm por ano. A encosta
intercepta 0s ventos Umidos que vém do litoral
garantindo a umidade, importante por localizar-se
em meio a uma area caracterizada por periodos de
seca acentuada. Esta combinacdo de condigdes
Unicas de relevo e umidade propicia a ocorréncia
de uma caracteristica impar de vegetacdo: mata
Umida adjacente a mata seca (IBAMA, 2006).

Amostragem, isolamento e identificagdo das
actinobactérias

As cepas de actinobactérias usadas no
presente trabalho estdo sendo mantidas em tubos
inclinados com meio Caseina Dextrose Agar
(CDA) a 4 °C no Laboratério de Microbiologia
Ambiental (LAMAB) do Departamento de
Biologia da Universidade Federal do Ceard. As
cepas foram isoladas de amostras de solo
rizosférico da area de estudo, coletadas no periodo
de 20 a 24 de agosto de 2012 (periodo seco). As
amostras de solo (0-20 cm de profundidade)
foram coletadas na rizosfera de 12 leguminosas:
Centrosema spp., Crataegus monogyny, Acacia
polephella,  Stryphnodendron  pulcherrimum,
Hymenaea courbari, Senna spectabilis, Inga spp.,
Caesalpinia  spp., Bauhinia spp., Acacia
polephella, Piptadenia stipulacea, Anadenanthera
macrocarpa, Mimosa caesalpiniifolia. Na area de
projecdo da copa de cada espécie, foram coletadas
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trés amostras equidistantes entre si, que foram
unidas para formar uma amostra composta
(Lucena et al, 2013). As amostras foram
coletadas  utilizando-se uma enxada de
jardinagem. As amostras foram acondicionadas
em sacos plasticos impermedveis e etiquetados,
conservadas em caixas de isopor com gelo e
encaminhadas para 0  Laboratério  de
Microbiologia  Ambiental (LAMAB), do
Departamento de Biologia da Universidade
Federal do Ceard (UFC), onde foram processadas
para  isolamento e identificacdo das
actinobactérias.

Preparacao das amostras

Quinze gramas de cada amostra de solo
foram suspensas em 135 mL de solucdo salina
estéril a 0,85% e homogeneizadas em vortex, a
velocidade de 145 rpm, por 30 minutos (diluigdo
10™). A partir desta diluicdo, as amostras foram
diluidas de 10? a 10®. Em seguida, 100 pL de
cada diluigdo foram inoculados, em triplicata, em
placas contendo meio de cultura Caseina Dextrose
Agar (CDA) adicionado 100 ug mL™ de nistatina,
para inibir o crescimento de fungos
contaminantes. Apos incubacéo a 28 °C por 2 a 3
semanas, as  colonias  isoladas  foram
caracterizadas quanto aos aspectos macroscopicos
(cor da massa aérea dos micélios, pigmentos
reversos e pigmentos melandides) e 28 col6nias
com caracteristicas diferentes foram selecionadas.
Essas cepas foram codificadas como “UB”,
indicativo de Ubajara, seguido pelo nimero do
isolado e a diluicdo correspondente ao isolamento,
representada por “R” (UBO1R1, UBO3RZ2,
UBO3R2, UBO4R1, UBO04R2....UB21R2) e
foram avaliadas quanto as caracteristicas
microscdpicas (morfoldgicas e micromorfolégicas
por microcultivo) (Martins et al., 2014).

A técnica de microcultivo permitiu a
observacgdo das seguintes caracteristicas: presencga
ou auséncia de micélio no substrato, fragmentacéao
do micélio substrato, presenca de esclerédios ou
esporangio, esporulacdo em micélio de substrato e
morfologia da cadeia de esporos. A partir desses
parametros foi realizada a identificacdo das cepas
de actinobactérias a nivel provavel de género, com
base no Manual de Bacteriologia Determinativa
do Bergey (Holt et al., 1994). Os resultados foram
sugestivos  dos  seguintes  géneros  de
actinobactérias:  quatorze  (14) cepas de
Streptomyces, sete (7) cepas de Terrabacter, seis
(6) cepas de Nocardia e uma (1) cepa de
Micromonospora.

Atividade enzimética

As vinte e oito cepas de actinobactérias
isoladas foram avaliadas quanto a sua capacidade
para produzir as enzimas hidroliticas amilase e
celulase.

Producéo de amilase

A producdo de amilase foi determinada
conforme descrito por Coon et al. (1957),
modificada conforme descrito a seguir. As cepas
de actinobactérias foram inoculadas na forma de
spots e em duplicata no meio de cultura Agar
amido constituido de 6,6% de amido solGvel.
Posteriormente, as culturas foram incubadas a
2842 °C por 10 dias. Ap6s o crescimento das
coldnias, foram adicionados 10 mL da solucéo de
lugol (1% iodo em 2% iodeto de potassio) nas
placas. A produgdo da enzima amilase foi
detectada pela descoloracdo do meio, formando
uma zona amarela suave em torno da coldnia, em
contraste com 0 meio azul resultante da reacéo do
amido com o iodo. O halo foi resultante da
hidrélise do amido. Os didmetros das coldnias e
dos halos produzidos foram medidos com
paquimetro (mm) colocado no reverso das placas
de Petri.

Producéo de celulase

A atividade celulolitica das actinobactérias
foi avaliada segundo Lewis (1988), utilizando
meio de cultivo sélido mineral suplementado com
carboximetilcelulose (CMC) como Unica fonte de
carbono (NaNOs: 3,0 g L™*; K,HPO,: 1,0 g L™
MgSO,: 0,5 g L' KCI: 0,5 g L™; FeS0,.7H,0:
10,0 mg L, CMC: 10,0 g L™; 4gar: 20,0 g L™).
As cepas de actinobactérias foram inoculadas
nesse meio na forma de spots, em duplicata e
incubadas a 28+2 °C por 10 dias. Apé6s a
incubacgéo, foram adicionados 10 mL de solugéo
de vermelho congo a 0,5% em cada placa,
deixando-se agir por 15 minutos sob temperatura
ambiente. Posteriormente, o excesso da solucéo
foi drenado e 10 mL de solucdo de NaCl (1 M)
foram adicionados em cada placa, deixando-se
agir por 30 minutos sob temperatura ambiente. Os
didmetros das col6nias e dos halos produzidos
foram medidos com paquimetro e expressos em
milimetros.

Indice Enzimatico
A atividade hidrolitica foi estimada semi-
quantitativamente usando-se um indice enzimatico
(IE) utilizando-se a seguinte equacéo: IE = Dh/Dc.
Sendo Dh o diametro em mm do halo de hidrdlise
e Dc o didmetro em mm da colbnia das
actinobactérias (Stamford et al., 1998). As cepas
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gue apresentaram um IE superior a 1,50 foram
consideradas como potenciais produtores de
amilase e celulase.

Andlises estatisticas

Para cada atividade enziméatica foram
realizados dois experimentos independentes em
duplicata. Para cada cepa foi calculado o IE médio
dos dois experimentos, em conjunto com o desvio
padréo.

Os dados de indice enzimatico foram
submetidos as analises de variancia e, nos casos
em que foram constatadas variagdes significativas
entre os fatores estudados, os isolados foram

comparados entre si pelo teste de Tukey (p<0,05),
utilizando-se o Sistema de Analise Estatistica
(ESTAT 2.0).

Resultados e Discussao

A zona mais clara ao redor das col6nias,
correspondente ao halo indicador da degradacéo
do amido foi observada em 23 cepas, ou seja, 82%
das actinobactérias estudadas. Observa-se que 0s
didmetros das zonas de inibig&o entre as cepas de
actinobactérias variaram de 10,50+2,08 mm (UB-
10-R2, do género Nocardia) a 42,25+3,30 mm
(UB-01-R1, do género Terrabacter) (Tabela 1).

Tabela 1. indice enzimético (IE) de amilase de cepas de actinobactérias isoladas do Parque Nacional de
Ubajara no Ceara cultivadas em meio Agar caseina dextrose por 10 dias a 28°C. Os resultados correspondem

a média de duas repetigdes, em duplicata

Cepas Provavel género D. (mm) Dy, (mm) IE
UB-01-R1 Terrabacter 37,50 + 3,70 4225+3,30 1,12°
UB-09-R1 Terrabacter 11,75+ 0,96 15,75+0,96  1,34®
UB-07-R1 Streptomyces 9,75+ 2,06 1525+3,01 1,56®
UB-10-R2 Nocardia 6,00 £ 0,00 10,50 £2,08  1,75%
UB-17-R2 Terrabacter 11,00 £ 4,55 20,00+594 1,81%
UB-10-R1 Streptomyces 9,75+ 1,26 18,75+ 1,50 1,92®
UB-10-R3 Nocardia 9,25+ 1,50 19,25+ 0,96  2,08%
UB-05-R1 Streptomyces 8,00 £ 0,82 17,75+3,40 2,21%
UB-18-R3 Streptomyces 7,50+ 0,58 16,75+ 0,96  2,23%
UB-20-R2 Streptomyces 8,75+ 0,96 19,75+2,36  2,25®
UB-14-R1 Nocardia 6,75+ 2,21 15,50 £ 0,58  2,29%
UB-09-R2 Terrabacter 8,75+ 2,63 21,00+2,83  2,40%
UB-03-R1 Streptomyces 14,00 + 1,50 3400+3,46 242%
UB-08-R1 Streptomyces 14,50+ 1,91 36,00+1,15 248"
UB-13-R1 Nocardia 9,00 £1,63 2250+129 250%
UB-11-R2 Nocardia 7,75 £ 2,50 19,50+1,73 2,51®
UB-05-R3 Streptomyces 11,50 + 1,38 31,50+7,05 2,73
UB-04-R1 Terrabacter 13,50+ 3,11 37,75+3.30 2,79
UB-03-R2 Micromonospora 11,75 + 2,63 33,25+3,46 2,82°
UB-07-R3 Streptomyces 1250+ 1,73 36,50 +3,32 2,92
UB-13-R2 Streptomyces 12,00+ 1,41 36,50+1,29 3,04
UB-06-R1 Streptomyces 7,75+222 3750+4,65 4,83
UB-04-R2 Streptomyces 6,50 £ 1,29 4050+3,11 6,23°

D. = diametro da colénia (mm); Dy, = diametro do halo (mm); IE = indice enzimatico. Médias seguidas da
mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nas cepas de actinobactérias UB-07-R2,
UB-15-R2, UB-17-R1, UB-18-R2 e UB-21-R2
(21,7%), respectivamente dos géneros
Streptomyces, Terrabacter, Streptomyces,
Streptomyces e Nocardia, ndo foi observado
formacdo de halo enzimatico de degradacgdo,
indicando que esses isolados ndo apresentam
atividade amilolitica.

A escassez de estudos sobre atividade
enzimatica de actinobactérias isoladas do

Semiarido brasileiro dificulta a comparacdo dos
resultados. No entanto, o percentual de 82% foi
similar ao reportado por Jaralla et al. (2014) que,
ao avaliarem a atividade amilolitica de cepas de
actinobactérias isoladas de amostras de solo do
Iraque, constataram que 80% foram positivas para
a producdo de amilase. Em contrapartida,
Sampathkumar (2014), avaliando o potencial
amilolitico de 101 cepas de actinobactérias
isoladas de amostras de solo marinho,
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evidenciaram que somente 56, correspondente a
56,4%, mostraram-se  positivos para  essa
atividade. Sathya e Ushadevi (2014) descreveram
um percentual superior ao avaliar a presenga de
amilase em 35 cepas de actinobactérias de solo do
mangue na India. Esses autores constataram que
31 (88,6%) foram positivas para a referida
caracteristica.

Segundo Vigal et al. (1991), a ocorréncia de
amilase em actinobactérias € frequentemente
observada nos géneros Streptomyces e Nocardia,
0s quais também apresentaram atividade amilase
neste estudo (Tabela 1) Rodrigues (2006) analisou
a producdo de amilase em 188 cepas de
actinobactérias e também observou uma
predominancia dos géneros Nocardia,
Streptomyces, Terrabacter e Nocardiosis. Os trés
primeiros também foram predominantes no
presente estudo. Importante ressaltar que Sousa et
al. (2008), em um estudo sobre o papel de
Streptomyces na promocdo do crescimento das
plantas e no controle biolégico de fitopatdgenos,
observaram que o0s isolados investigados
produziam amilase. Assim, é possivel conjecturar
gue as 12 cepas de Streptomyces com atividade
amilolitica observadas no presente estudo
apresentem  potencial para as aplicacGes
referendadas por Sousa et al. (2008).

Numa tentativa de comparar o potencial
enzimatico das cepas de actinobactérias neste
estudo, foi estabelecido um indice enzimatico que
variou de 1,12 a 6,23, destacando-se que entre as
cepas do género Streptomyces essa variagdo foi de
1,56 a 6,23. Karanja et al. (2010) observaram a
degradacdo do amido com IE entre 3,4 e 5,2 para
todas as espécies de Streptomyces isoladas de
solos no Quénia. Observa-se que 0 maior indice
enzimatico observado por aqueles autores foi
inferior ao encontrado no presente trabalho. Para
outros géneros de actinobactérias, como
Actinomyces pyogenes, Aysha et al. (2006)
relataram um IE de 1,2.

Importante comentar que algumas col6nias
de Streptomyces com pouco crescimento
apresentaram 0s maiores indices enzimaticos,
como UB-04-R2 (didmetro da coldnia = 6,50 mm,
indice = 6,23), UB-06-R1 (diametro da coldnia =
6,75 mm, indice = 4,83) (Tabela 1). Embora na
literatura nenhuma mencédo tenha sido registrada
para actinobactérias, resultados semelhantes
foram observados para fungos filamentosos, os
quais apresentam caracteristicas morfoldgicas
muito semelhantes as actinobactérias. Por
exemplo, Nogueira e Cavalcanti (1996) avaliando
a atividade celulolitica em 48 linhagens de fungos
isolados de aveia industrializada, observaram

colonias de menor diametro e maiores valores de
atividade da celulase. Ruegger e Tauk-Tornisielo
(2004) fizeram a mesma constatacdo em 80
linhagens de fungos filamentosos isolados do solo
da Mata Atlantica da regido conhecida como
Banhado Grande, Estacdo Ecoldgica de Juréia-
Itatins, Sdo Paulo. O IE amilésico das cepas UB-
04-R2 e UB-06-R1 (Tabela 1) mostra que, apesar
de apresentarem  menor  crescimento e,
consequentemente, menor produgdo de biomassa,
as mesmas expressam significativo potencial de
producdo e excrecdo enzimatica de amilase. Esse
resultado indica que somente a medida do halo de
inibicdo é insuficiente como medida da atividade
enzimatica e mostra a importancia do teste do
vermelho congo como um parametro simples e
rapido para selecionar cepas com potencial
enzimatico significativo.

A andlise estatistica mostrou que houve
diferenga entre os indices enzimaticos das cepas
de actinobactérias analisadas. Duas cepas
destacaram-se das demais em relacdo ao indice
enziméatico: UB-06-R1 e UB-04-R2 com IEs de
4,83 e 6,23 respectivamente. Por outro lado, 20
cepas ndo diferiram estatisticamente entre si,
apresentando IE entre 1,34 e 3,04. Minotto et al.
(2014), trabalhando com 23 cepas de
actinobactérias isoladas de raizes de tomates,
observaram que a temperatura de 28°C, a mesma
usada neste estudo, 73,91% das cepas foram
capazes de degradar o amido e o maior indice
enzimatico registrado foi 1E=6,46, muito
semelhante ao maior valor de IE da cepa UB-04-
R2, que se destacou pelo indice enzimatico de
6,23 (Tabelal).

A literatura ndo disponibiliza valores de IE
que classifiguem os micro-organismos quanto a
producéo de amilase. Alguns trabalhos como o de
Fungaro e Maccheroni (2002) fazem esta
correlagdo para o IE da celulase. Esses autores
sugeriram que IEs maiores que 1,0 séo indicativos
de excrecdo de enzimas. Fazendo uma
comparagdo com os IEs da amilase apresentadas
pelas cepas de actinobactérias do presente estudo,
vinte e trés cepas (82%) mostraram IE maior que
1,0 e séo, portanto, classificadas como produtoras
e excretoras de amilase. Por outro lado, para
Bispo (2010) wvalores superiores a 2,0 sdo
caracteristicos de atividade enzimatica
significativa. Por esse critério, as cepas UB-10-
R3, UB-05-R1, UB-18-R3, UB-20-R2, UB-14-
R1, UB-09-R2, UB-03-R1, UB-08-R1, UB-13-
R1, UB-11-R2, UB-05-R3, UB-04-R1, UB-03-
R2, UB-07-R3, UB-13-R2, UB-06-R1, UB-04-
R2, podem ser consideradas promissoras para
producdo de amilase. Floréncio et al. (2012)
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classificaram cepas com IE superior a 1,50 como
potenciais produtores de enzimas. Por essa
classificagdo, 21 cepas de actinobactérias (UB-07-
R1, UB-10-R2, UB-17-R2, UB-10-R1, UB-10-
R3, UB-05-R1, UB-18-R3, UB-20-R2, UB-14-
R1, UB-09-R2, UB-03-R1, UB-08-R1, UB-13-
R1, UB-11-R2, UB-05-R3, UB-04-R1, UB-03-
R2, UB-07-R3, UB-13-R2, UB-06-R1, UB-04-
R2), representado 75% do total de cepas
avaliadas, foram classificadas com produtoras de
amilase. Todas as referéncias aqui citadas como
padrdo do IE, sdo de trabalhos realizados com
fungos. No entanto, Behera et al. (2014) avaliaram
o IE de 15 cepas de actinobactérias de um mangue
na India e os valores obtidos variaram de 1,25 a
1,82.

Visando  suprir uma lacuna na
classificagdo do potencial enzimatico,
particularmente de cepas de actinobactérias do
Semiarido brasileiro, sugere-se a seguinte escala,
tendo como pardmetro o IE: Cepas fortemente
produtoras (IE > 2), (UB-10-R3, UB-05-R1, UB-
18-R3, UB-20-R2, UB-14-R1, UB-09-R2, UB-03-
R1, UB-08-R1, UB-13-R1, UB-11-R2, UB-05-
R3, UB-04-R1, UB-03-R2, UB-07-R3, UB-13-
R2, UB-06-R1, UB-04-R2, 60,7%), cepas
moderadamente produtoras de amilase (1,5 < LE
< 2,0) (UB-07-R1, UB-10-R2, UB-17-R2 e UB-
10-R1, 14,3%), cepas fracamente produtoras (1,0
< IE < 1,5) (UB-01-R1 e UB-09-R1, 7,4%) e
cepas ndo produtoras de amilase (IE = 0) (UB-07-
R2, UB-15-R2, UB-17-R1, UB-18-R2 e UB-21-
R2, 21,7%). O percentual das cepas de
actinobactérias avaliadas no presente estudo,
quanto & intensidade de produgdo de amilase esta
representado na Figura 2.

Micro-organismos  degradadores  da
celulose desempenham um importante papel na
decomposicdo de matéria  organica, na
mineralizagdo de nutrientes e na promocdo do
crescimento das plantas. Eles também podem
atuar como agentes no controle biologico de
alguns fungos fitopatogénicos, como Phytophtora
e Pytium, cujo teor de celulose na parede celular
esta entre 17% e 35% (Lima, 1998). As celulases
convertem celulose em agUcares fermentaveis
simples de fécil acesso para consumo humano e o
género Streptomyces é conhecido como o maior
produtor de celulases (Mohanta, 2014).

A zona mais clara ao redor das coldnias,
correspondente ao halo indicador da degradacéo
da celulose, foi observada em 21 cepas, ou seja,
75% das actinobactérias estudadas. O diametro
dos halos de inibi¢do das cepas de actinobactérias
avaliadas variou de 3.75£0.5 a 31,75+2,36,
enquanto o indice enzimatico variou de 1,18 na

cepa UB-03-R1 a 6,90 na cepa UB-05-R1 (Tabela
2).

80+
604

404

Percentagem (%) de cepas

Faixa de valores do |L.E

Figura 2. Classificagdo da intensidade de
producdo de amilase das cepas de actinobactérias
isoladas do solo rizosférico do Parque Nacional de
Ubajara no Estado do Ceara, em funcdo do indice
enzimatico (IE)

O percentual de cepas produtoras de
celulase (75%) foi inferior ao das produtoras de
amilase (82%), possivelmente em func&o da maior
complexidade quimica da celulose. Nas cepas de
actinobactérias UB-04-R1, UB-07-R1, UB-10-R1,
UB-13-R1, UB-15-R2, UB-20-R2 e UB-21-R2,
respectivamente  dos  géneros, Terrabacter,
Streptomyces, Streptomyces, Nocardia,
Terrabacter, Streptomyces e Nocardia, ndo foi
observado formacdo do halo enzimatico de
degradacdo, indicando que referidas cepas nédo
apresentam atividade celulolitica.

Como comentado anteriormente para
atividade amilolitica entre actinobactérias isoladas
do Semiarido brasileiro, também ainda sdo muito
incipientes estudos sobre o potencial celulolitico
desse grupo bacteriano no referido habitat,
particularmente na Caatinga, o que embora reforce
a importancia do presente estudo, dificulta a
comparagdo de resultados. Assim, destacamos
alguns trabalhos com atividade celulolitica de
actinobactérias provenientes de outros
ecossistemas, como o de Mohan e Charya (2012),
que trabalhando com oito actinobactérias isoladas
de &gua fresca, encontraram 7 cepas (85%)
produtoras de celulase e 8 (100%) produtoras de
amilase. Esse resultado corrobora com o fato da
maior complexidade da celulose. Estudo realizado
por Minotto et al. (2014) revelou que 30% de
cepas de actinobactérias isoladas de raizes de
tomate no Estado do Rio Grande do Sul, foram
capazes de degradar a carboximetilcelulose. Esse
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resultado mostra a superioridade das cepas de
actinobactérias avaliadas no presente estudo. Por
outro lado, Nunes (2010) testou 48 cepas de
actinobactérias isoladas de um processo de
compostagem no solo e constatou que todas
apresentaram  capacidade de degradar a
carboximetilcelulose, cujos halos de hidrdlise
variaram de 5 mm a 35 mm de didmetro.
Constata-se que embora a percentagem de
produtoras de celulase tenha sido superior a do
presente estudo, a variacdo das zonas de inibicéo
foi semelhante. Vale ressaltar ainda que a

guantidade de celulose em materiais de
compostagem é superior aquela disponivel no
solo, o que pode explicar o maior percentual
registrado por Nunes (2010) e por Rodrigues
(2006), que, avaliando o potencial enzimético de
actinobactérias  oriundas de  compostagem
relataram a capacidade celulolitica em 91% das
cepas. Jaradat et al. (2008) estudando
actinobactérias em amostras de solo do lraque,
observaram que 94% dos isolados foram
positivos para celulase.

Tabela 2. indice enzimético (IE) de celulase de cepas de actinobactérias isoladas do Parque Nacional de
Ubajara no Estado do Ceara cultivadas em meio Agar caseina dextrose por 10 dias a 28°C. Os resultados

correspondem a média de duas repetices, em duplicata

Cepas Provéavel género D, (mm) Dy, (mm) IE
UB-03-R1 Streptomyces 9,25 + 0,96 11,00+1,83 1,18
UB-08-R1 Streptomyces 15,00 + 2,45 19,25+ 4,03 1,28%
UB-10-R2 Nocardia 13,50 + 3,42 18,25+330 1,35
UB-01-R1 Terrabacter 5,75 + 0.96 850+129  147*
UB-13-R2 Streptomyces 18,50 + 4,50 27,75+6,60  1,50®°
UB-06-R1 Streptomyces 17,75 + 2,06 2725+3,10  1,53%°
UB-17-R2 Terrabacter 12,00 + 3,92 18,75+3,40 1,56
UB-03-R2 Micromonospora 14,00 + 5,94 235+311 167"
UB-11-R2 Nocardia 9,00 + 1,41 15,75+ 0,96  1,75%°
UB-18-R2 Streptomyces 15,50 + 2,38 28,00+566 1,80
UB-09-R1 Terrabacter 9,25+1,71 1750 +2,38  1,89™
UB-14-R1 Nocardia 13,00 + 2,31 27,00+356 2,07
UB-18-R3 Streptomyces 15,00 + 2,45 31,50+351  2,10%°
UB-17-R1 Streptomyces 1.75 £ 0.50 3.75£05  2.14*
UB-05-R3 Streptomyces 14,25 + 0,96 30,75+ 1,26  2,15%
UB-07-R3 Streptomyces 12,5+1,91 27,25+556+ 2,18
UB-09-R2 Terrabacter 9,00 + 2,00 2025+1,71  2,25%°
UB-07-R2 Streptomyces, 12,50+ 1,29 29,00+ 1,15 2,32*
UB-04-R2 Streptomyces 13,25+ 2,22 31,75+236  2,39"
UB-10-R3 Nocardia 10,25+ 1,71 25,75+568  251°
UB-05-R1 Streptomyces 2,50 £ 0,58 17,25+ 0,96 6,90

D. = diametro da colénia (mm); Dy, = diametro do halo (mm); IE = indice enzimatico. Médias seguidas da
mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

No entanto, os halos de atividade
celulolitica foram inferiores ao do presente
estudo, com 81% dos isolados apresentando halo
de hidrélise menor que 10 mm e apenas 1% com
didmetro entre 20 mm e 25 mm. Das et al. (2014)
isolaram 646 colbnias de actinobactérias de
diferentes amostras de solo na India e detectaram
gue 549 (85%) desses isolados foram positivos
para a degradacdo da celulose. Em estudo
semelhante, também na india, Kumar et al. (2013)
isolaram e avaliaram a atividade enzimatica da
celulase em 65 cepas de e os resultados mostraram
gue 25 cepas (38,46%) foram positivas para essa
caracteristica, 0 que evidencia a diversidade das

actinobactérias em solos de um mesmo pais. Os
valores reportados por Das et al. (2014) foram
superiores aos observados para as cepas avaliadas
neste trabalho, mas os de Kumar et al. (2013)
foram inferiores. Entre actinobactérias isoladas de
folhas frescas, Singh e Padmavathy (2014)
registraram que, de 12 cepas avaliadas, 75%
exibiram atividade amilolitica e 50% atividade
celulolitica, enquanto que, em folhas caidas, de 10
cepas, 80% apresentaram atividade amilase e 60%
apresentaram atividade de celulase por ocorréncia
de zona hidrolitica a volta das colonias. Um dos
raros estudos sobre atividade celulolitica de
actinobactérias de uma regido da Caatinga foi
realizado por Bispo (2010). Nesse estudo o autor,
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ao avaliar 80 cepas de actinobactérias, reportou a
presenca de atividade celulolitica em 33% das
mesmas. Comparando esses dados com 0s obtidos
no atual trabalho, é possivel constatar a
superioridade do potencial celulolitico das cepas
oriundas no Parque Nacional de Ubajara.

Os indices enzimaticos para a celulase
variaram de 1,18 a 6,90 (Tabela 2). Behera et al.
(2014), ao avaliarem o potencial celulolitico de 15
cepas de actinobactérias isoladas de solo de
mangue, constataram que os indices enzimaticos
variaram de 1,25 a 2,50. Assim, com excec¢do da
cepa UB-05-R1, que apresentou um indice
enzimatico de 6,90, a variacao do IE; apresentados
na Tabela 2, foi semelhante a descrita por Behera
et al. (2014). Minotto et al. (2014) destacaram que
dentre 23 cepas isoladas de raizes de tomate, sete
(30,4%) apresentaram atividade celulolitica e uma
das cepas exibiu IE > 4, significativamente maior
gue as demais. Esses autores consideraram que
valores maiores que 1,0 sdo caracteristicos de
actinobactérias com potencial biotecnoldgico.
Nesse contexto, as cepas avaliadas no presente
estudo sdo potencialmente promissoras para
aplicagdes industriais, particularmente a cepa de
Streptomyces codificada como UB-05-R1.

Aproximadamente 43% das cepas de
actinobactérias produtoras de amilase e 38% de
celulase observadas nesse estudo pertencem ao
género Streptomyces. Esses numeros estdo de
acordo com Bispo (2010), o qual afirma que
enzimas, particularmente as celuloliticas, sdo
produzidas principalmente por actinobactérias
pertencentes este género. Basilio et al. (2003) e
Sheetal e Modi (2013) também destacam que o
género de actinobactéria mais comumente
encontrado no solo é o Streptomyces.

Assim como observado e discutido na
degradacdo do amido, a colbnia de Streptomyces
(UB-05-R1) com pouco crescimento (diametro da
col6nia de 2,5 cm) apresentou o maior IE para a
celulase  (6,90) (Tabela 2). Resultados
semelhantes foram descritos por Nogueira e
Cavalcanti (1996) e Ruegger e Tauk-Tornisielo
(2004). Essa constatagdo reforca a importancia IE
como uma ferramenta quantitativa prética para a
selecdo e a comparacdo da producdo enzimatica
de celulose de diferentes isolados microbianos.

A mesma escala sugerida para classificar
percentualmente as cepas de actinobactérias
guanto a intensidade de producdo de amilase foi
aplicada para a celulase (Figura 3).

Percentagem (%) de copos

Faixa de valores do IE

Figura 3. Classificacdo da intensidade de
producdo de celulase das cepas de actinobactérias
isoladas do Parque Nacional de Ubajara no Estado
do Ceard, em funcéo do indice enzimatico (IE)

Segundo a escala estabelecida para a
atividade amilolitica, 35,7% das cepas de
actinobactérias sdo fortemente produtoras de
celulase, 25% sdo moderadamente produtoras,
14,3% sdo fracamente produtoras e 25% néo sdo
produtoras dessa enzima (Figura 3). O perfil
enzimatico (celulase) das cepas de actinobactérias
isoladas do Parque Nacional de Ubajara (Figura 3)
foi mais restrito que o da amilase (Figura 2). Na
primeira, 0 maior percentual de cepas apresentou
IE na faixa de 1,0 a 2,0, enquanto para a amilase
essa faixa foi 1,0 a 2,5, confirmando a maior
complexidade quimica da celulose em relagdo ao
amido. Segundo critério estabelecido por Fungaro
e Maccheroni (2002), valores de IE maiores que
1,0 sdo indicativos de excrecdo de enzimas,
enquanto para (Bispo, 2010) esses valores devem
ser superiores a 2,00. Silva et al. (2015)
reportaram 75% cepas de actinobactérias isoladas
do solo do semiarido com atividade celulolitica, e
36% mostraram indice enzimatico (IE) > 2. Por
esse critério, 10 cepas (35%) avaliadas no
presente estudo (UB-04-R2, UB-05-R1, UB-05-
R3, UB-07-R2, UB-07-R3, UB-09-R2, UB-10-
R3, UB-14-R1, UB-17-R1, UB-18-R3) exibiram
um IE superior a 2,00.

Um total de 19 cepas de actinobactérias
(67,9%) foram capazes de produzir as enzimas
celulase e amilase. As cepas UB-04-R1, UB-07-
R1, UB-10-R1, UB-13-R1, UB-18-R2 E UB-20-
R2 (21,4%) produziram somente celulase
enquanto as cepas UB-07-R2, UB-17-R1 e UB-
20-R2 (10,7%), sintetizaram somente celulase
(Tabela 3).

Tabela 3. indices enzimaticos (IE) celulolitico e amilolitico das cepas de actinobactérias isoladas do solo do

Parque Nacional de Ubajara no Ceara
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Cepas de Provavel género IE IE Cepas de
actinobactérias (celulase) (amilase) actinobactérias
UB-01-R1 Terrabacer 1,47 1,12 UB-01-R1
UB-03-R1 Streptomyces 1,18 2,42 UB-03-R1
UB-03-R2 Micromonospora 1,67 2,82 UB-03-R2
UB-04-R1 Terrabacter 0,00 2,79 UB-04-R1
UB-04-R2 Streptomyces 2,39 6,23 UB-04-R2
UB-05-R1 Streptomyces 6,90 2,21 UB-05-R1
UB-05-R3 Streptomyces 2,15 2,73 UB-05-R3
UB-06-R1 Streptomyces 1,53 4,83 UB-06-R1
UB-07-R1 Streptomyces 0,00 1,56 UB-07-R1
UB-07-R2 Terrabacter 2,32 0,00 UB-07-R2
UBO07-R3 Streptomyces 2,18 2,92 UB07-R3
UB-08-R1 Streptomyces 1,28 2,48 UB-08-R1
UB-09-R1 Terrabacter 1,89 1,34 UB-09-R1
UB-09-R2 Terrabacter 2,25 2,4 UB-09-R2
UB-10-R1 Streptomyces 0,00 1,92 UB-10-R1
UB-10-R2 Nocardia 1,35 1,75 UB-10-R2
UB-10-R3 Nocardia 2,51 2,08 UB-10-R3
UB-11-R2 Nocardia 1,75 2,51 UB-11-R2
UB-13-R1 Nocardia 0,00- 2,5 UB-13-R1
UB-13-R2 Streptomyces 15 3,04 UB-13-R2
UB-14-R1 Nocardia 2,07 2,29 UB-14-R1
As cepas UB-15-R2, UB-21-R2, desertificados. Esse estudo contribui também para

respectivamente dos géneros Terrabacter e
Streptomyces foram incapazes de sintetizar e
excretar tanto amilase como celulase. Com
excecdo da cepa UB-05-R1, que apresentou IE
para celulase igual a 6,90 e as cepas UB-06-R1 e
UB-04-R2 que mostraram IEs para a amilase de
4,83 e 6,23, respectivamente, as demais cepas
exibiram um perfil semelhante (Tabela 3).

E importante destacar que neste trabalho
foram avaliadas culturas puras de actinobactérias
produtoras de amilases e celulases. No entanto,
Garlipp (1995) destaca que, na natureza, a
interacdo com outros organismos que degradam
varios  polimeros  permite a  completa
mineralizag&o dos substratos amido e celulose nos
ecossistemas onde estes organismos estdo
inseridos.

Conclusdes

Os resultados do presente trabalho
mostraram o potencial celulolitico e amilolitico de
cepas de actinobactérias isoladas do solo do
Semiarido do Nordeste do Brasil. As cepas de
Streptomyces UB-05-R1 e UB-06-R1 se
destacaram apresentando indices celuloliticos e
amilolitico de 6,90 e 4,83, respectivamente. Essas
cepas representam um potencial biotecnolégico a
ser explorado para a producgdo industrial das
enzimas amilase e celulase, bem como para
melhorar a qualidade de solos degradados e

mostrar o potencial do Semiérido nordestino,
especificamente da Caatinga, como um nicho
promissor para obtencdo de actinobactérias
capazes de degradar substratos complexos.
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