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RESUMO

As actinobactérias constituem uma parte representativa dos microrganismos do solo. Sao
bactérias Gram-positivas, de organizag¢do filamentosa e muitas vezes ramificada. Esse grupo
cresce em ambientes extremos onde produzem uma gama de biomoléculas, incluindo as
enzimas. Nesse sentido, essas bactérias representam um atraente potencial biotecnologico.
Assim, as actinobactérias deste estudo foram coletadas do solo de uma regido do semidrido
onde as condicdes abidticas induzem a adaptagdes metabodlicas para catalise de polimeros
complexos. O objetivo do trabalho foi isolar e caracterizar actinobactérias do solo do Parque
Nacional de Ubajara para avaliagdo do potencial enzimatico. As amostras de solo foram
coletadas no periodo compreendido entre Abril a Junho de 2018. Essas amostras foram
preparadas e entdo inoculadas em meio de cultura seletivo para a contagem e caracterizacio
cromogénica das coldnias, que consistiu na observacao do micélio aéreo e do micélio reverso
de cada isolado, bem como, a presenca ou auséncia de pigmentos difusivos no meio. Trinta e
nove cepas foram isoladas, preferencialmente, com diferentes caracteristicas culturais e estdo
mantidas em condi¢des adequadas no (LAMAB) Laboratorio de Microbiologia Ambiental do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara. Foi estudada a agdo catalitica das
enzimas: celulase, amilase, xilanase e pectinase pela medida do Indice Enzimatico (IE), um
método semi-quantitativo, correspondente a relacdo, divisao entre o didmetro em milimetros do
halo de catdlise e o diametro em milimetros da colonia de cada cepa. Os resultados deste
trabalho mostraram que as cepas do género Streptomyces UBJ 25 (IE=5,6), UBJ 17 (IE = 8,21)
UBJ 20 (IE = 11,33) e UBJ 38 (IE = 8,05) apresentaram a maior atividade amilolitica,
celulolitica, pectinolitica e xilanolitica, respectivamente, possuindo o potencial biotecnolégico,
principalmente no que tange a exploragdo de enzimas relacionadas a degradagdo de polimeros

de carboidratos.

Palavras-chave: Streptomyces, catalise enzimatica e indice enzimatico



ABSTRACT

Actinobacteria are a representative part of soil microorganisms. They are Gram-positive bacteria,
filamentous and often branched. This group grows in extreme environments where they produce
a range of biomolecules, including enzymes. In that sense, these bacteria represent an attractive
biotechnological potential. Thus, the actinobacteria in this study were collected from the soil of a
semi-arid region where abiotic conditions induce metabolic adaptations for complex polymer
catalysis. The aim of this study was to isolate and characterize actinobacteria from the soil of the
National Park of Ubajara to evaluate the enzymatic potential. The soil samples were collected
between April and June 2018. These samples were prepared and then inoculated in a selective
culture medium for the counting and chromogenic characterization of the colonies, which
consisted of the observation of the aerial mycelium and the reverse mycelium of each isolated, as
well as, the presence or absence of diffusive pigments in the medium. Thirty-nine strains were
isolated, preferably with different cultural characteristics and are kept in adequate conditions at
the (LAMAB) Laboratory of Environmental Microbiology of the Department of Biology at the
Federal University of Ceard. The catalytic action of the enzymes: cellulase, amylase, xylanase
and pectinase was studied by measuring the Enzyme Index (IE), a semi-quantitative method,
corresponding to the ratio, division between the diameter in millimeters of the catalysis halo and
the diameter in millimeters of the colony of each strain. The results of this work showed that the
strains of the genus Streptomyces UBJ 25 (IE = 5.6), UBJ 17 (IE = 8.21) UBJ 20 (IE = 11.33)
and UBJ 38 (IE = 8.05) presented the greater amylolytic, cellulolytic, pectinolytic and xylanolitic
activity, respectively, possessing the biotechnological potential, especially with regard to the

exploration of enzymes related to the degradation of carbohydrate polymers.

Keywords: Streptomyces, enzymatic catalysis and enzyme index
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1. INTRODUCAO

As actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas com DNA rico nas bases
nitrogenadas guanina e citosina (PEREIRA ef al., 2012; PEREZ CORRAL et al., 2015). Séo
cosmopolitas e estdo presentes em todos os ambientes, sendo amplamente distribuidas no
solo, na 4gua e em vdrios outros ambientes naturais (MAATAOUI et al., 2014). Sao
encontradas inclusive em ambientes extremofilos, como fontes termais, solos alcalinos,

salinos, sedimentos do fundo do mar e intestino de animais (GONG et al., 2018).

As actinobactérias morfologicamente se assemelham a fungos (SHOUCHE;
BHATI, 2019) e fisiologicamente se assemelham a bactérias (SULTAN et al., 2002). Crescem
como hifas assim como os fungos, mas a composi¢ao da parede celular ¢ similar a das bactérias

Gram-positivas (SHOUCHE; BHATI, 2019).

As actinobactérias sdo consideradas as principais produtoras de antibidticos do
solo, porém, além dos antibidticos, substancias antivirais, antitumorais, imunomoduladores,
compostos agrobioldgicos e enzimas de alto valor comercial, também tém sido isoladas

(SEMEDO et al., 2004).

A heterogeneidade bioquimica das actinobactérias, sua diversidade ecoldgica e sua
capacidade excepcional para a producdo de metabdlicos secundérios a tornam um bom alvo
para a producdo de enzimas, desempenhando novas atividades e especificidades, sendo uma

fonte promissora para uma ampla faixa de importantes enzimas (SEMEDO et al., 1997).

As enzimas das actinobactérias sdo capazes de degradar compostos nitrogenados
organicos, carboidratos, varios esterdides como o colesterol, uma variedade de compostos
aromaticos, acetileno e muitos outros. Elas também sdo capazes de utilizar o agar, a borracha, a
parafinas e a ligninas, substancias que sdo reconhecidamente resistentes ao ataque da grande
maioria de bactérias e fungos, como substrato. Algumas dessas enzimas ja tém sido produzidas

em escala industrial, mas a grande maioria ainda ndo (SEMEDO et al., 2000).
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O potencial enzimatico das actinobactérias ¢ 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 bioquimica
e suscetibilidade a manipulagdo genética (ALTIMARANO et al., 2000). Depois dos
antibidticos, as enzimas sao os produtos mais explorados pela industria biotecnoldgica e sao
utilizadas em larga escala nas industrias téxtil, de papel, de detergente, de couro, de alimento,

entre outras (OLIVEIRA et al., 2006).

Esses microrganismos representam uma das classes mais importantes de bactérias
devido sua capacidade de produzir uma ampla gama de biomoléculas com atividade atrativa
economicamente (GANESAN et al., 2017). Produzem cerca de dois ter¢os de todos os
antibioticos de origem natural em uso clinico atual, bem como muitos anticancerigenos, anti-
helminticos e antifungicos (BARKA et al., 2016). No semiarido existem relatos de produgdo de
enzimas hidroliticas por essas bactérias, como celulase, amilase (ALVES et al., 2016; LOPES

et al., 2018) e xilanase (SOUSA et al., 2018).

Microrganismos que vivem em condicdes extremas, como as presentes na Caatinga,
passaram a ter uma atengdo especial de muitos pesquisadores e consequentemente algumas
descobertas foram feitas sobre a diversidade bacteriana da Caatinga, como a predominancia de
alguns filos no periodo de chuva e de seca (KAVAMURA et al.,, 2013; TAKETANI et al.,
2015) e potencial biotecnoldgico nesse ambiente (SANTOS et al., 2013).

Com base nesses estudos ficou possivel destacar que esse ambiente abriga uma
variedade e diversidade de microrganismos, algumas vezes levando a descricio de novas
espécies (SANTOS et al., 2015) entre estas as que produzem enzimas com aplicagdes

biotecnoldgicas (OLIVEIRA et al., 2016).

O objetivo do estudo foi realizar uma prospeccao de actinobactérias com potencial
biotecnoldgico enzimatico, isoladas de amostras de solo da Unidade de Conservacdo do Parque
Nacional de Ubajara, Ubajara (CE). Este trabalho servira para dar suporte cientifico para
futuras pesquisas acerca da aplicacdo biotecnolégca de actinobactérias, principalmente

explorando 0 potencial enzimatico destas bactérias.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Actinobactérias

Sao bactérias Gram-positivas que possuem uma elevada concentracdo de G + C,
com cerca de 65-75% dessas bases nitrogenadas (guanina, citosina) no DNA (SHARMA;
DAVID, 2012), encontradas em diversos ambientes, principalmente no solo (LEWIS, 2016).

A distribuicdo das espécies e diversidade bioldgica do Filo Actinobactéria sao
bastantes influenciadas por alguns fatores ambientais, como temperatura, pH e disponibilidade
de nutrientes, atuando no desenvolvimento e proliferagdo das actinobactérias (ZHAO et al.,
2011). Esses microrganismos apresentam distribui¢do cosmopolita, sendo encontrados em
plantas, principalmente, em folhas e raizes (ZHAO et al., 2011) solo, sendo este o habitat
mais comum, abundante na rizosfera, regido do solo influenciada pelas raizes da planta
(MEHRAVAR.; SARDARI; OWLIA, 2011) deserto (NOROVSUREN; ZENOVA; MOSINA,
2007) incluindo habitats extremos, como sedimentos marinhos (PATHOM-AREE et al., 2006),
geleira (REDDY et al.,, 2010) e solos desérticos hiperaridos (OKORO et al., 2009). Outros sdo
patdgenos de plantas e animais, simbiontes, comensais ou habitantes do trato gastrintestinal de

alguns animais (GOODFELLOW; FIEDLER, 2010).

No solo estas bactérias realizam fun¢des importantes no processo de ciclagem de
nutrientes, degradando compostos complexos de dificil decomposi¢do como lignocelulose,
lignina, celulose e outros materiais recalcitrantes, devido a sua capacidade em produzir
diversas enzimas hidroliticas e lipoliticas (OLIVEIRA et al., 2017). Sdo mais abundantes na
rizosfera, regido do solo influenciada pelas raizes da planta onde ocorre uma grande
diversidade de microrganismos, especialmente o género Streptomyces (BENIZRI;

BAUDOIN; GUCKERT, 2001).

As actinobactérias sdo importantes representantes de bactérias produtoras de compostos
bioativos e representam o maior grupo de microrganismos produtores de metabolitos secundérios
(DE OLIVEIRA et al.,, 2017). A producdo de uma grande variedade e diversidade de
compostos bioativos fazem desses microrganismos uma fonte de grande interesse para
biotecnologia. Algumas das aplicagdes que esses microrganismos podem ter sdo na produgdo

de antibidticos (HASSAN; EL-BARAWY; EL MOKHTAR, 2011), pigmentos (ABREU et al.,
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2014), vitaminas (PONTES; ESCHER, 2014) e enzimas (SAHA et al., 2013). O género
Streptomyces ¢ o de maior importancia biotecnologica dentro deste grupo, pois € responsavel
por sintetizar metabolitos que apresentam atividades antibiotica, herbicida, pesticida e

antiparasitaria (RODRIGUES; BEZERRA; COELHO, 2006).

A caracterizagdo taxonOmica das actinobactérias, especialmente as produtoras de
metabolitos bioativos, ¢ um aspecto muito importante para a selecdo de compostos com agao
farmacologica de interesse, pois guarnece informagdes sobre o microrganismo produtor em
estudo, sobre a natureza do metabolito gerado, e associar se 0 mesmo ja foi isolado ou nao

(ADEGBOYE; BABALOLA, 2012).

O potencial enzimatico das actinobactérias ¢ 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 ampla diversidade bioquimica e suscetibilidade a

manipulagdo genética (ALTIMARANO et al., 2000).

Depois dos antibidticos, as enzimas sao os produtos mais explorados pela industria
biotecnoldgica e sdo utilizadas em larga escala nas industrias té€xtil, de papel, de detergente, de

couro, de alimento, entre outras (OLIVEIRA et al., 2006).

Virios estudos apontam as actinobactérias como fontes emergentes promissoras de uma
ampla faixa de importantes enzimas de interesse industrial e ambiental, como aquelas
envolvidas na degradagdo de materiais lignoceluldésicos (GOODFELLOW et al., 1988;
FLORES et al., 1997).
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2.2 Amido e Amilase

O amido ¢ o mais importante polissacarideo de reserva do reino vegetal. Possui em sua
constituicdo amilose (25%) e amilopectina (75%) (FERNANDES, et al, 2007) . Amilose ¢ um
polimero linear constituido de cerca de 6000 residuos de glicose unidos por ligagdes
glicosidicas do tipo a-1,4. Amilopectina consiste de pequenas cadeias laterais de 15 a 45
residuos unidos por liga¢des do tipo a-1,6, além das ligagdes a-1,4 (BULEON et al., 1998). As
propor¢des em que essas estruturas aparecem diferem em relacdo as fontes botanicas,
variedades de uma mesma espécie e, mesmo numa mesma variedade, de acordo com o grau de

maturacao da planta (ELIASSON, 2004; TESTER et al., 2004).

Figura 01: Estrutura dos componentes da molécula de amido

s Extremo ndc redutor
" NoRoRoRoNaR. N

Amilose da adela
Amilopectina @I Extremo redutor
Lﬁ% ,
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Ciiy@

Fonte: REGULY (1996)

O amido encontra-se amplamente distribuido em diversas espécies vegetais como
um carboidrato de reserva, sendo abundante em graos de cereais (40% a 90% do peso seco),
leguminosas (30% a 50% do peso seco), tubérculos (65% a 85% do peso seco) e frutas
imaturas ou verdes (40% a 70% do peso seco) (LAJOLO, MENEZES., 2006). Ele ¢ também
a fonte mais importante de carboidratos na alimentacdo humana, representando 80% a 90% de
todos os polissacarideos da dieta (WALTER., 2005).

As endoenzimas tais como amilases agem em qualquer lugar das estruturas dos granulos

de amido e na cadeia de amido danificado ou degradado, Os produtos da hidrdlise da a-amilase
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sdo a glicose, maltose e dextrinas, dependendo da extensao da hidrolise que ocorre, podendo

ser desejavel em processos industriais (SCIPIONE., 2011).

As exoenzimas como a B-amilase atuam nas extremidades redutoras finais e em cadeias
cadeias de amilose ou amilopectina. Esta hidrolisa o amido em duas unidades de glicose,
produzindo maltose. A B-amilase nao pode hidrolisar o amido além dos pontos de ramificagdes
da amilopectina. A enzima amiloglicosidase hidrolisa as liga¢des a-(1,4) produzindo glicose e,
lentamente liga¢des a-(1,6), no amido. A dextrina pode ser degradada pela amiloglicosidase

fazendo a liberagdo de glicose da dextrina oriunda do amido (SCIPIONE., 2011).

Figura 02: Hidrolise enzimatica do Amido pelas enzimas amiloliticas

v-amilases > Oligossacarideos, Dextrinas
Amido

Pulanases/Isoamilases —> Dextrina linear

f-amilases » Maltose
Dextrinas

Amiloglicosidase — Glicose

Fonte: (SCIPIONE,. 2011, adaptado de Aehle,.2007)

Amilases apresentam grande importancia biotecnologica tais como aplicagdes nas
industrias téxteis, papel e celulose, de couro, detergentes, cervejas, bebidas destiladas,
panificacdo, cereais para alimentacdo infantil, liquefacdo e sacarificacio do amido, ragdo
animal, industria quimica e farmacéutica (FERNANDES., 2007). Apesar de poderem ser
derivadas de diversas fontes, incluindo plantas, animais e microrganismos, enzimas
microbianas geralmente encontram grande demanda industrial. Atualmente, grandes
quantidades de amilases microbianas estdo disponiveis comercialmente e tém aplicacdo quase
completa na hidrolise do amido em industrias de processamento do amido (GUPTA, et al.,

2003; PANDEY et al., 2005).
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2.3 Celulose e Celulase

A celulose, o maior carboidrato sintetizado pelos vegetais, ¢ um homopolissacarideo
compreendendo cerca de 8000 -12000 unidades de B-D-glucopiranose, unidas entre si por
ligacdes B-1,4 (TAO et al., 2010), sendo a celobiose, o dissacarideo 4-O-f-D-glucopiranosil-D-
glucopiranose, a unidade repetitiva do polimero (JIANG et al., 2011). O ataque as fibras de
celulose ¢ realizado por intermédio das celulases, que agem em sitios onde a estrutura do
substrato ¢ mais acessivel, ou seja, onde a fibra perdeu seu aspecto reticulado (cristalino), em

proveito de um aspecto mais frouxo e amorfo (BHAT., 2000).

As cadeias de celulose formam numerosas liga¢des de hidrogénio intra e intermolecular,
0 que conta para a formagao de microfibrilas rigidas e insolaveis (BEGUIN, AUBERT., 1994).
Estas apresentam regides com elevado grau de cristalinidade, com cadeias de glicana
fortemente ligadas em paralelo. Estas regides sdo denominadas regides cristalinas. A celulose
apresenta também regides com menor grau de ordenacdo, denominadas regides amorfas. Essas
propriedades estruturais resultam em uma elevada resisténcia a hidrélise acida ou enzimatica
(BON et al., 2008), protegendo a célula vegetal contra a agdo da pressdo osmotica e estresses

mecanicos (BEGUIN, AUBERT., 1994).

A decomposi¢do da celulose parece depender da habilidade das enzimas responsaveis
em penetrar entre as cadeias adjacentes da fibra. A hidrolise das fibras de celulose € realizada
pelos microrganismos celuloliticos por intermédio das celulases, que agem em sitios onde a
estrutura do substrato ¢ mais acessivel, ou seja, onde a fibra perdeu seu aspecto cristalino, em
proveito de um aspecto mais frouxo e amorfo (BAYER, LAMED., 1992; BEGUIN, AUBERT.,
1994).

O processo de hidrolise enzimatica da celulose envolve a agdo sinérgica de um
complexo celulolitico, formado por endoglucanases, exoglucanases e B-D-glicosidases; porém,

este processo apresenta alto custo e baixa produtividade (ZHANG et al., 20006).

As endoglucanases ou carboximetilcelulases hidrolisam aleatoriamente as cadeias de
celulose e liberam celo-oligossacarideos (JUHASZ et al., 2005). Atuam somente na por¢io
amorfa da celulose, sendo que sua atividade diminui com o encurtamento da cadeia de celulose.

Seu substrato natural ¢ a celulose e a xiloglicana (BHAT, BHAT., 1997; LYND et al., 2002;
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ZHANG et al., 2006).

Figura 03: Estrutura molecular da celulose e os sitios de acdo da endoglucanase,

celobiohidrolase e B-glicosidase.

endoglucanase

4

celobiohidrolase

g glicosidase

FONTE: KUMAR et al., 2008.

As exoglucanases ou celobiohidrolases hidrolizam o polimero nos terminais nao-
redutores, liberando glicose ou celobiose como produtos 12 principais (ARISTIDOU,
PENTTILA., 2000), este tltimo, pode agir como fator de inibicdo das celobiohidrolases,
necessitando da agdo de outras enzimas do complexo celulolitico, as B-glicosidases (BON,

GIRIO, PEREIRA JUNIOR., 2008).

As exoglucanases possuem acdo limitada sobre substratos como o carboximetilcelulose
(CMC) (SINGH, HAYASHI., 1995). As B-glicosidases sdo responsaveis pela hidrolise dos

oligossacarideos de cadeia curta e conversdo da celobiose em glicose JUHASZ et al., 2005).

As celulases tém sido investigadas principalmente no que diz respeito ao seu potencial
como aditivos na industria de detergentes, na industria téxtil, € também na bioconversao de
biomassa agricola em produtos com valor comercial. Neste aspecto tem havido uma atenc¢do
crescente no que diz respeito a conversdo de biomassa em etanol, considerado atualmente o
combustivel mais ambientalmente adequado como alternativa aos combustiveis fosseis (LIN,

TANAKA., 2006)
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2.4 Pectina e Pectinase

A pectina ou substancias pécticas refere-se a familia de oligossacarideos e
polissacarideos que contém, predominantemente, residuos de acido galacturénico (GalA)
ligados em a (1> 4) (Figura 2) (CANTERI et al., 2012; VORAGEN et al., 2009). As pectinas
sdo macromoléculas de alto peso molecular que compdem a lamela média, uma fina camada de
material que possui fungdo adesiva entre as paredes celulares dos vegetais superiores

(UENOJO, PASTORE., 2007).

O teor de substincias pécticas varia de acordo com o vegetal e com sua origem. Como
exemplo de fonte dessas substincias tem-se o bagaco de maca, albedo citrico (maracuja,
laranja, entre outras), polpa de beterraba, sementes de girassol e muitos outros frutos
(CANTERI et al., 2012). Essas fontes de pectinas podem ser utilizadas como substrato para a

producao de pectinases.

As enzimas pectinoliticas ou pectinases sdo um grupo de enzimas que catalisam a
degradacdo de substancias pécticas. No mercado mundial, as pectinases correspondem a 10%
da producdo enzimaética total e sdo produzidas por muitos organismos como bactérias, fungos,

leveduras, insetos, nematoides, protozoarios e plantas (MUKESH KUMAR, 2012).
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Figura 04: Estrutura Molecular da Pectina

" -Ii_'JI |

Fonte: HOURDET & MULLER (1991).

As pectinases s3o divididas em trés grandes grupos, essa divisdo se baseia nos modos de
ataque a molécula dos polimeros pécticos, o grupo das protopectinases diz respeito a enzimas
que degradam protopectina insoluvel e da origem a pectina polimerizada altamente soluvel; as
esterases catalisam a desesterificagdo da pectina pela remocao do grupo metoxil das substancias
pécticas, formando acido péctico; ja as despolimerases catalisam a clivagem hidrolitica das
ligacdes glicosidicas a-(1,4) entre os mondmeros do 4cido p-galacturdnico de substancias

pécticas (JAYANI et al., 2005).

As enzimas pectinoliticas tém diversas aplicagdes industriais, sendo uma das primeiras
enzimas a serem empregadas comercialmente. Segundo UENOJO, PASTORE (2007) e SANTI
et al. (2014) sao bastante empregadas nas industrias de sucos de frutas, onde as pectinases sao
adicionadas nos purés de frutas e vegetais para degradar a pectina e outros componentes de alto
peso molecular, diminuindo a viscosidade e aumentando os rendimentos dos sucos, além de

ocasionar uma aparéncia cristalina ao produto final e reduzir o tempo de filtracao.

Na industria de vinhos, as pectinases sdo utilizadas durante o esmagamento das uvas,
com o objetivo de melhorar a extragdo do suco e reduzir o tempo de clarificacdo. Também sao

bastante empregadas na industria téxtil para degradar a camada de pectina que recobre as fibras



22

de celulose, liberando-as para posterior processamento, no tratamento de residuo liquido e na
degomagem das fibras naturais; e por fim na ragdo animal, as pectinases, em conjunto com
outras enzimas, tem a finalidade de reduzir a viscosidade do produto, propiciando o aumento da
absor¢do e a liberagdao de nutrientes através da hidrolise das fibras ndo biodegradaveis e dos

nutrientes bloqueados pelas fibras (UENOJO, PASTORE, 2007).

2.5 Xilana e Xilanase

A xilana € o polissacarideo hemiceluldsico mais comum, representando de 25-35% da
biomassa lignoceluldsica (KUMAR et.al., 2008) A xilana ¢ um polissacarideo formado por
unidades residuais de B-D-xilopiranosil integrados entre si por ligagdes a-1,4, sendo o principal
componente hemicelulosico depositado durante a fase de diferenciagdo do xilema (FLORES et

al., 1997; GREGORY et al., 1998; NASCIMENTO et al., 2002).

Os constituintes mais comuns encontrados na cadeia principal da xilana sdo residuos de
acetil, arabinofuranosil e/ou glucuronil (SUNNA, ANTRANIKIAN, 1997). Baseado nos
substituintes comuns encontrados na cadeia principal, as xilanas s3o categorizadas como
homoxilana linear, arabinoxilana, glucuroxilana e glucuroarabinoxilana. Entretanto, em cada
categoria delas existe uma heterogeneidade com respeito ao grau e natureza da ramificagdo. A

cadeia principal da xilana estd demonstrada na figura 05 (KULKARNI et al., 1999).

Existem varias enzimas responsaveis pela degradagdao da hemicelulose. Na degradagao
da xilana, por exemplo, a p-1,4 endoxilanase, [-xilosidase, a-glucuronidase, o-L-
arabinofuranosidase e acetilxilana esterase, todos atuam sobre os diferentes heteropolimeros

disponiveis na natureza (KUMAR et al., 2008).



23

Figura 05: Estrutura quimica da hemicelulose e as enzimas hidroliticas envolvidas na sua

degradacao.

o grabinofuransidase

B-xilosidase
Fonte: KUMAR et al., (2008).

A heterogeneidade e complexidade estrutural das xilanas resultam numa abundancia de
enzimas xilanoliticas com variacdes na especificidade, nas sequéncias primarias € tamanho,
além das limitacOes destas enzimas pela especificidade ao substrato (COLLINS et al., 2005).
Dentre as enzimas do complexo enzimatico destacamos as B-1,4-endoxilanases (-1,4-D-xilana
xilanohidrolase; EC 3.2.1.8), que despolimerizam a xilana pela hidrélise randomica do
esqueleto principal e as PB-xilosidases (p-1,4-D-xilosidase xilohidrolase; EC 3.2.1.37), que
quebram pequenos oligossacarideos. Os grupamentos laterais presentes na xilana sao liberados
pela a¢do das a-L-arabinofuranosidases, o -glucuronidases e acetilxilana esterases. Todas estas
13 enzimas agem cooperativamente, de modo a converter a xilana em seus agUcares
constituintes figura 05. A presenca de tais sistemas xilanoliticos multifuncionais ¢ comum em
bactérias e fungos (SUNNA, ANTRANIKIAN, 1997; BELFAQUIH, PENNINCKX, 2000;
SUBRAMANIYAN, PREMA, 2002).
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As pB-1,4-endoxilanases podem ser encontradas tanto em vegetais como em
microrganismos (NASCIMENTO et al., 2003). A hidrolise enzimatica de heteroxilanas
vegetais envolve a acdo de uma série de enzimas, na qual a B-1,4-endoxilanase ¢ a enzima

crucial para a despolimerizacdo completa da xilana (BIELY ef al., 1992).

As xilanases que sdo responsaveis pela degradagdo das xilanas, utilizadas em industrias
de alimento e papeleira, para a fabricagdo de produtos dietéticos e clareamento de polpas de

papel, respectivamente (STUTZENBERGER e BODINE, 1992; BRECCIA et al., 1995).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Prospectar Actinobactérias com potencial biotecnoldgico enzimatico.

3.2 Objetivos Especificos

e Isolar cepas de Actinobactérias da Unidade de ConservagaoParque Nacional de Ubajara;
e Caracterizar culturalmente estas cepas de actinobactérias;
e (Caracterizar micromorfologicamente as cepas de actinobactérias;

e Identificar o Indice Enzimatico das cepas de Actinobactérias.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Local de Coleta

O estudo foi realizado no municipio de Ubajara (Ceard). As amostras de solo foram
coletadas entre Abril de 2018 a Junho de 2018 na Unidade de Conservacao do Parque Nacional
de Ubajara e nas areas de entorno da respectiva Unidade de Conservagdo. O Parque Nacional
de Ubajara figura 6 contém aproximadamente 88,7% do seu interior de vegetagao preservada,
com apenas 1,9% de vegetacdo secundaria. Fonte: Projeto CNPq/ICMBio/FAPS n° 18/2017. O
Projeto possui autorizagdo do ICMBio para realizar a coleta dos solos na Unidade de

Conservagao do Parque Nacional de Ubajara.

Figura 6 — Mapa do Parque Nacional de Ubajara (CE) considerando o tipo de cobertura
vegetal.

Projeto "Efetividade de UC™s federais do estado do Cears
na consarvagde biclégics do semiarido brasileira™

Cobertura Vegetal

que Nacional de Ubajara e Zona de Entorno (10 km)

E ——
LEGENDA - —

Radavia Asfaltada

| Limites Municipais
[] Limite da Unidade de Conservagao
| Zona de entorn (3 km)

] 2atia de entome (10 km)

Drenagem Superficial

etagho Secundaria
Ambientes Lénticos

Afloramento Rochose .~

....

Solo 7 Pasto rPiantagao
Area Edificada
Nuvem

Il sombra de Nuvem

Fonte: Projeto ICMBIO “’Efetividade de UC’s federais do estado do Ceara na conservagao bioldgica do
semiarido brasileiro’’.
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4.2 Preparo do Solo

Pesou-se 10g de solo das areas preservadas, conservadas e secundarias aleatoriamente.
ApoOs a pesagem cada amostra foi colocada em Erlenmeyer contendo 90 mL de uma solugao
salina de 0,85% p/v (107"), previamente autoclavada. Essa mistura foi agitada por 30 minutos e

apos esse periodo foram preparadas as diluigdes seriadas: 10> 103 e 10 (Figura 7)

Figura 7 - Representagdo do preparo do solo, diluigdes seriadas e a inoculagao em placa de
Petri.

e B Diluigdes Seriadas Phici Inoeibid
T TR
7 /
y i’
7’
— l / 5 . )
"’ /by ¢
44 —_—
\_/ \_/ \_J

Ilﬂ-;.'. .104. -1']4- Meio Seletiva CDA

Fonte: Elaborado pelo Autor.

4.3 Isolamento de Actinobactérias

As actinobactérias foram isoladas do solo através da técnica spread plate, utilizando o meio
caseina dextrose 4gar (CDA) e o resultado expresso em UFC.mL, para determinar a

diversidade em cada area.

Aliquotas de 1 mL de cada diluigdo foram espalhadas em placas de Petri contendo o meio
Caseina Dextrose Agar (CDA). As placas foram incubadas em B.O.D, 28 °C, por sete dias.
Ap6s esse periodo foi realizado uma triagem nas placas com alta diversidade de actinobactérias,
selecionando apenas uma coldnia, por vez, dentre varias coldnias, com a finalidade de isolar as
bactérias de interesse. Estas novas placas foram incubadas em B.O.D., 28 °C, por 14 dias. Apos

esse periodo 39 coldnias foram isoladas analisando aspectos diferentes.

As colodnias isoladas foram codificadas de acordo com o local de coleta e com o numero
de isolados em ordem crescente: UBJ 01, UBJ 02, UBJ 04, UBJ 05, UBJ 06, UBJ 07, UBJ 08,
UBJ 09, UBJ 10, UBJ 11, UBJ 13, UBJ 14, UBJ 15, UBJ 16, UBJ 17, UBJ 18, UBJ 20, UBJ
21, UBJ 22, UBJ 23, UBJ 24, UBJ 25, UBJ 26, UBJ 27, UBJ 28, UBJ 29, UBJ 30, UBJ 31,
UBJ 32, UBJ 33, UBJ 34, UBJ 35, UBJ 36, UBJ 37, UBJ 38, UBJ 39, UBJ 40, UBJ 41 ¢ UBJ
42. As possiveis cepas UBJ 03, UBJ 12 e UBJ 19 foram descartadas devido as analises de

caracterizacdo cultural mostrarem que estes isolados na realidade eram fungos. Os isolados
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foram mantidos em caldo caseina dextrose (CD), a 25°C no Laboratério de Microbiologia

Ambiental (LAMAB) do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara.
4.4 Meio de Cultivo dos Isolados

As cepas foram cultivadas em meio CDA: 0,5 g de K;HPO4 (fosfato de potassio), 0,2 g de
MgS04.7H>0 (sulfato de magnésio), 2 g de glicose, 0,01g de FeSO4.7H20 (sulfato de ferro), 0,2
g de caseina (dissolvida em 10 mL de NaOH 0,1 N anteriormente), 15 g de dgar, 10 mL NaOH
e 2,5 mL de nistatina (antifiingico), concentragdes para 1000 mL (pH 6,5).

4.5 Caracterizaciao Cultural

Os isolados foram inoculados em placas de Petri através da técnica de estriamento
contendo o meio CDA e assim relizou-se a caracterizacao cultural. As cores do micélio aéreo
e reverso foram descritas tendo como referéncia a cartela de cores (WINK, 2012), no padrao
de cores (RAL color charts). A presenca ou auséncia de pigmentos difusivos foi avaliado a
partir destas mesmas placas. Aqui analisaou-se a presenga de pigmentos difusivos no meio,
levando em consideragdo a alteragdo total da cor do meio de cultura, apos inoculagao das

bactérias e seu crescimento (AMAL et al., 2011, adaptado com troca do meio de cultura).

4.6 Analise Micromorfoldgica

A analise micromorfoldgica foi realizada segundo a técnica de (KERN; BLEVINS 1999)
adaptada. Foram utilizadas placas de Petri esterilizadas, contendo em seu interior uma lamina e
um pedaco de algodao umedecido, com 4gua destilada. Uma fragao de meio de cultura CDA foi
cortada em forma cilindrica e colocada sobre a ldmina contida no interior da placa. As cepas
foram inoculadas nas laterais da fragao de meio e no centro de cada meio fracionado, onde as
duas fracdes de meio foram cobertas por uma laminula esterilizada em cada fragdo de meio. Por
fim, foi colocado algodao umedecido na placa e adicionou-se uma laminula em cada uma das
duas inoculagdo das placas, onde esta foi fechada e incubada em estufa B.O.D por 10 dias, a
28°C. Apos esse tempo, a laminula foi retirada e colocada sobre outra lamina limpa contendo
uma gota do corante Lactofenol de Amann, sendo as bordas vedadas com esmalte incolor. As
laminas preparadas foram observadas sob um microscopio de luz Zeiss a uma ampliagdo de

100x.
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4.7. Atividade Enzimatica

A atividade enzimatica foi analisada através do Indice Enzimatico (IE) medida de
caracteristica semi-quantitativa que fornece a quantidade de enzima secretada pela bactéria
difundida no meio, isto, através da divisao (IE = Dh/Dc). Sendo Dh o diametro em mm do halo
de hidroélise e Dc o diametro em mm da coldnia das actinobactérias (STAMFORD et al., 1998).
As bactérias foram divididas em 3 grupos em relagdo ao (IE): Cepas fortemente produtoras com
(IE > 2), cepas moderadamente produtoras com (1,5 < L.E < 2,0), cepas fracamente produtoras
com (1,0 < IE < 1,5), como sugere (SILVA, 2015). Levando em consideracdo as 4 enzimas
testadas neste trabalho de prospecgdo. As cepas foram testadas em duplicatas e houve um

terceiro teste para as cepas que estavam com divergéncia nos dados.
4.7.1 Atividade Amilolitica

A atividade amilolitica foi realizada segundo (ALARIYA et al, 2013). As 39 cepas de
Actinobactérias foram inoculadas na forma de spots e em quadruplicata no meio de cultura
agar-amido de acordo com a composicao por litro a seguir: Peptona (10g), extrato de carne
(3,0g), NaCl (5,0g), amido soluvel (2,0g), agar (15g) e pH 6,5. Depois disto, as culturas foram
incubadas em camara de crescimento B.O.D a + 28° C por 10 dias. Apds este periodo,
adicionou-se 10 mL de solucdo lugol (solugao com 1g de lodo, 2g de lodeto de Potassio em
300 mL de agua destilada), nas placas. A presenga da enzima amilase foi detectada pela

descoloragao do meio em torno da colonia, devido a acao catalitica da enzima em seu substrato.
4.7.2 Atividade Celulolitica

As cepas de actinobactérias foram inoculadas na forma de spots e em quadruplicata, no
meio de cultivo descrito por (COURI; FARIAS., 1995) de acordo com a composi¢ado por litro a
seguir: MgS04.7H,0 (0,5 g), KCI (0,5g), Carboximetilcelulose (5,0g previamente dissolvido,
overnight, em agua destilada), agar (15g) e pH 6,0. Depois disto, as culturas foram incubadas
em camara de crescimento B.O.D a + 28° C por 10 dias. Apos a incubagdo, foram adicionados
10 mL de solucdo vermelho congo a 0,5% em cada placa, deixando agir por 15 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, o excesso da solucao foi drenado e 10 mL de solugdo
NaCl (2M) foi adicionado em cada placa, deixando agir por 30 minutos a temperatura
ambiente. Terminado o tempo, remove-se o excesso da solucdo salina e observou-se zonas de

hidrolise em torno das coldnias (Hankin; Anagnostakis., 1977).



30

4.7.3 Atividade Pectinolitica

A atividade pectinolitica foi verificada através da inoculacdo das actinobactérias,
previamente isoladas, em placa de Petri estéreis contendo meio TSA (Triptona Soja Agar)
composto de: Triptona (1,5g); Peptona de Soja (0,5g); NaCl (1,5g); agar (15g) em 1000 mL de
agua destilada e pH 7,3, suplementado com 1% de pectina citrica. O meio foi autoclavado a
121° C por 15 minutos e logo apds vertido em placas de Petri estéreis. As placas foram
divididas em quatro quadrante onde as cepas foram inoculadas em spots e em quadrupicatas e
incubadas em camara de crescimento B.O.D a + 28° C por 10 dias. A analise da atividade
pectinolitica foi feita utilizando 10 mL de lugol (solugao com 1g de lodo, 2g de lodeto de
Potassio em 300 mL de 4gua destilada), onde observou-se o aparecimento do halo de hidrdlise

das colonias (MINOTTO et al., 2014).

4.7.4 Atividade Xilanolitica

A atividade pectinolitica foi verificada através da inoculacdo das actinobactérias,
previamente isoladas, em placa de Petri estéreis, na forma de spots € em quadruplicata em meio
de cultivo minimo de sais com a composi¢ao a seguir por litro: NaNOs (0,5 g), KoHPO4 (1 g),
MgS04.7H2O (0,5 g), FeSO4.7H2O (0,01 g), extrato de levedura (1 g), agar (15 g)
suplementado com 1 g de xilana e pH 6,0 conforme (KUMAR et al., 2012). Depois disto, as
culturas foram incubadas em camara de crescimento B.O.D a + 28° C por 10 dias. Apds a
incubagdo, foram adicionados 10 mL de solucdo vermelho congo a 0,5% em cada placa,
deixando agir por 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, o excesso da solugado foi
drenado e 10 mL de solucdo NaCl (2M) foi adicionado em cada placa, deixando agir por 30
minutos a temperatura ambiente. Terminado o tempo, drena-se o excesso da solucdo salina e

observa-se zonas de hidrélise em torno das colonias (HANKIN, ANAGNOSTAKIS., 1977).

4.8 Analise de Dados

Os dados quantitativos, obtidos a partir dos indices enzimdticos foram submetidos ao
teste de normalidade e posteriormente submetidos a analise de variancia, seguido do teste de
Tukey (p<0,05), utilizando-se o Programa (PAST). As andlises de variancia consideraram as

diferencas de IE entre as cepas de cada enzima estudada.

Os dados qualitativos obtidos a partir da caracterizagdo cultural e micromorfologica
foram convertidos em uma matriz binaria que foi utilizada para elaboracao de um dendrograma
de similaridade que permitiu o agrupamento de cepas semelhantes. Adotou-se o algoritmo

UPGMA (unweigted pair-group method) e coeficiente de Jaccard.
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5. RESULTADOS
5.1 Micélio Aéreo

A observacao do micélio aéreo das cepas isoladas da Unidade de Conservacao do Parque
Nacional de Ubajara (CE) tornou possivel identificar a presenga de um total de oito cores
(Figura 8). As cores identificadas foram: bege, cinza, marrom, rosa, vermelho, azul, branco e

verde.

Figura 8- Percentual das cores observadas no micélio aéreo das cepas de actinobactérias

isoladas de amostras de solo da Unidade de Conservagao do Parque Nacional de Ubajara (Ce).
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Fonte: o autor

5.2 Micélio Reverso

A observacdo do micélio reverso das cepas isoladas da Unidade de Conservagdo do
Parque Nacional de Ubajara (CE) tornou possivel identificar um total de dez cores (Figura 9).
As cores identificadas foram: amarela, bege, cinza, azul, marrom, rosa, roxa, branca, vermelho

e verde.



32

Figura 9- Percentual das cores observadas no micélio reverso das cepas de actinobactérias

isoladas de amostras de solo da Unidade de Conservagao do Parque Nacional de Ubajara (Ce).
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
5.3 Pigmentos Difusivos

A andlise dos pigmentos difusivos mostrou que 10 % das cepas isoladas apresentaram a
presenca de pigmento difusivo no meio, os representantes deste dado sdo: UBJ 02, UBJ 08,
UBJ 14 e UBJ 18, em contrapartida 90 % das cepas isoladas apresentaram a auséncia de

pigmentos difusivos.
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Figura 10 — Presenga ou auséncia de pigmentos difusivos das cepas de actinobactérias isoladas

de amostras de solo da Unidade de Conservacao do Parque Nacional de Ubajara (Ce).
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Fonte: Elaborado pelo Autor.
5.4 Microcultivo

A andlise micromorfologica realizada pela observacdo da cadeia de esporos
permitiu identificar seis géneros diferentes (Figura 10), Streptomyces (65%), Nocardia
(11%), Micromonospora (6%), Streptosporangium (6%), Actinomadura (6%) e

Thermomonospora (6%).

Figura 11 — Diversidade de géneros das cepas de actinobactérias isoladas de amostras de solo

da Unidade de Conservacao do Parque Nacional de Ubajara (Ce).
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Fonte: o autor.
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Figura 12 — Morfologia da cadeia de esporos ¢ identificagao a nivel de género.

uBJ z1i uBJd 22 UBJ 02
‘d i %
s -
4 s =
7 a, -~ . &X &
2 f e N __d'l‘i' ? e
Rl TR T - e ’ = i
== [ - g 3 . i :. e i a
. . i e P
- 'q- - IJ i 1 r l
Streprosporangium Micromonospora l Strepromyces
-
uUEeJ 11 uBJ o7 uBJ 05
- ; .Il = :
- -f-.
Nocardia I Thermomonospora I Actinomadura

Fonte: Elaborado pelo Autor.

5.5 Dendrograma de Similaridade

Utilizando-se os dados obtidos foi gerado um dendrograma de similaridade (Figura 13),
onde a partir de 61% de similaridade ja apresenta-se o seguinte agrupamento: 25 grupos, onde,
19 sdo compostos por cepas isoladas, que apresentam caracteristicas unicas. Os outros 6 grupos
agrupam 20 cepas, distribuidas em 2 grupos com 2 cepas, 2 grupos contendo 3 cepas e 1
composto por 4 cepas e o ultimo grupo com 6 cepas (UBJ 25, UBJ 28, UBJ 30, UBJ 32, UBJ
34 e UBJ 37) sendo o maior grupo formado, onde todas cepas que o constituem possuem as
seguintes caracteristicas: Género Streptomyces com micélio aéreo e reverso na cor bege e bege
respectivamente e que ndo produzem pigemntos difusivos. Estas cepas representam 15,4 % das

bactérias isoladas deste trabalho.
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Figura 13— Dendrograma de similaridade em relagdo ao género, micélio aéreo e reverso e

pigmento difusivo.
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5.6 Atividade Enzimatica

Todos os IE apresentaram diferencas estatisticas significativas entre si. O teste de
Shapiro-Wilk apontou para dados ndo normais, entretanto, a partir do teorema do limite central,
pode-se afirmar que os dados sdo sim normais, visto que, o teorema esclarece que para
amostras com tamanho n>50 a distribuicdo das médias amostrais pode ser aproximada
satisfatoriamente por uma distribuicdo normal (FREIRE, 2017). A partir dos IE de cada cepa
nos quatro substratos/enzimas estudados, criaram-se graficos em barras, a fim de transparecer
as cepas de acordo com o seguinte critério: Cepas Fortemente Produtoras com (IE > 2), Cepas
Moderadamente Produtoras com (1,5 < LE < 2,0), Cepas Fracamente Produtoras com (1,0 <IE

<1,5).
5.7 Atividade Amilolitica

Com base nas andlises feitas sobre a atividade amilolitica (IE’s médios) das bactérias
(Figura 14), as seguintes cepas foram classificadas como Fortemente Produtoras (IE > 2): UBJ
01, UBJ 02, UBJ 04,UBJ 06, UBJ 07, UBJ 08, UBJ 09, UBJ 11, UBJ 15, UBJ 16, UBJ 18, UBJ
20, UBJ 21, UBJ 24, UBJ 25, UBJ 29, UBJ 31, UBJ 32, UBJ 34, UBJ 35, UBJ 37, UBJ 39,
UBJ 40 e UBJ 42. Isso representa 61,5% das bactérias isoladas deste estudo que obtiveram

atividade amilolitica e sdo classificados como Fortemente Produtoras de Amilases.
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Figura 14 — Atividade amilolitica (IE > 2) das cepas de actinobactérias isoladas de
amostras de solo da Unidade de Conservagao do Parque Nacional de Ubajara (Ce).
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Com base nas analises feitas sobre a atividade amilolitica (IE’s médios) das
actinobactérias (Figura 15), as seguintes cepas foram classificadas como Moderadamente
Produtoras (1,5 < IE < 2): UBJ 10, UBJ 13, UBJ 14 ,UBJ 26, UBJ 27, UBJ 28, UBJ 36 e UBJ
41. Isso representa 20,5% das bactérias isoladas deste estudo, estas actinobactérias sdo

classificadas como Moderadamente Produtoras de Amilases.
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Figura 15 — Atividade amilolitica (1,5 < IE < 2) das cepas de actinobactérias isoladas de
amostras de solo da Unidade de Conserva¢ao do Parque Nacional de Ubajara (Ce).
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Com base nas analises feitas sobre a atividade amilolitica (IE’s médios) das
actinobactérias (Figura 16), as seguintes cepas foram classificadas como Fracamente
Produtoras (1,0 < IE < 1,5): UBJ 05, UBJ 22, UBJ 23 e UBJ 30. Isso representa 10,3% das
bactérias isoladas deste estudo, estas Actinobactérias sdo classificadas como Fracamente

Produtoras de Amilases.
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Figura 16 — Atividade amilolitica (1,0 < IE < 1,5) das cepas de actinobactérias isoladas de
amostras de solo da Unidade de Conservacao do Parque Nacional de Ubajara (Ce).
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Vale ressaltar que as cepas: UBJ 17, UBJ 33 e UBJ 38 nido mostraram produgdo de halo
e/ou crescimento de colonia, e por isto ndo tinham dados para o calculo dos Indices
Enzimaticos Médios, estas cepas representam 7,7 % das actinobactérias isoladas deste trabalho.

Isto mostra que as cepas ou ndo sdo degradadoras do amido ou ndo cresceram no meio.

5.8 Atividade Celulolitica

Com base nas analises feitas sobre a atividade celulolitica (IE’s médios) das
actinobactérias (Figura 17), as seguintes cepas foram classificadas como Fortemente Produtoras
(IE >2): UBJ 01, UBJ 05, UBJ 06, UBJ 11, UBJ 16, UBJ 17, UBJ 26, UBJ 30, UBJ 32, UBJ
33, UBJ 36, UBJ 37, UBJ 38, UBJ 39, UBJ 41 e UBJ 42. Isso representa 41% das bactérias
isoladas deste estudo, estas Actinobactérias, entdo, sdo classificadas como Fortemente

Produtoras de Celulase.
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Figura 17 — Atividade celulolitica (IE > 2) das cepas de actinobactérias isoladas de amostras de
solo da Unidade de Conservacao do Parque Nacional de Ubajara (Ce).
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Com base nas analises feitas sobre a atividade celulolitica (IE’s médios) das
actinobactérias (Figura 18), as seguintes cepas foram classificadas como Fracamente
Produtoras (1,0 < IE < 1,5): UBJ 18, UBJ 22 e UBJ 29. Isso representa 7,7% das bactérias
isoladas deste estudo, estas Actinobactérias, entdo, sdo classificadas como Fracamente

Produtoras de Celulase.
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Figura 18 — Atividade celulolitica (1,0 < IE < 1,5) das cepas de actinobactérias isoladas de
amostras de solo da Unidade de Conservagao do Parque Nacional de Ubajara (Ce).
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Nao houve representantes de Actinobactérias deste teste enzimatico classificadas como
Moderadamente Produtoras (1,5 <1E <2). As cepas: UBJ 02, UBJ 04, UBJ 07, UBJ 08, UBJ
09, UBJ 10, UBJ 13, UBJ 14, UBJ 15, UBJ 20, UBJ 21, UBJ 23, UBJ 24, UBJ 25, UBJ 27,
UBJ 28, UBJ 31,UBJ 34, UBJ 35 e UBJ 40 nao mostraram produg¢do de halo e/ou crescimento
de colonia, dessa forma ndo doi determinado o indice enzimatico médio, estas cepas
representam 51,3% das Actinobactérias isoladas deste trabalho. Isto mostra que as cepas ou nao

sdo degradadoras da celulose ou ndo cresceram no meio do teste enzimatico.

5.9 Atividade Pectinolitica

Com base nas andlises feitas sobre a Atividade Pectinolitica (IE’s médios) das
actinobactérias (Figura 19), as seguintes cepas foram classificadas como Fortemente Produtoras
(IE > 2): UBJ 02, UBJ 04, UBJ 05 , UBJ 06, UBJ 07, UBJ 08, UBJ 09, UBJ 10, UBJ 13, UBJ
14, UBJ 15, UBJ 16, UBJ 17, UBJ 18, UBJ 21, UBJ 24, UBJ 26, UBJ 27, UBJ 28, UBJ 29,
UBIJ 30, UBJ 31, UBJ 32, UBJ 33, UBJ 34, UBJ 35, UBJ 36, UBJ 38, UBJ 39, UBJ 40 ¢ UNJ
41. Isso representa 79,5 % das bactérias isoladas deste estudo, estas Actinobactérias, entdo, sdo

classificadas como Fortemente Produtoras de Pectinase.
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Figura 19 — Atividade pectinolitica ( IE > 2) das cepas de actinobactérias isoladas de amostras
de solo da Unidade de Conservagao do Parque Nacional de Ubajara (Ce).
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Fonte: o autor.

A cepa UBJ 22 ficou classificada como Fracamente Produtora (1 < IE < 1,5) com (IE=
1,47) e a cepa UBJ 23 classificada como Moderadamente Produtora (1,5 < IE < 2) com (IE=

1,95). Cada uma com 2,6% de representatividade em relagdo ao total de cepas deste trabalho.

As cepas: UBJ 01, UBJ 25, UBJ 37 e UBJ 42 ndo mostraram produgdo de halo e/ou
crescimento de colonia, dessa forma nao doi determinado o indice enzimatico médio, estas
cepas representam 10,3% das actinobactérias isoladas deste trabalho. Isto mostra que as cepas

ou nao sao degradadoras da pectina ou ndo cresceram no meio do teste enzimatico.
5.10 Atividade Xilanolitica

Com base nas andlises feitas sobre a Atividade xilanolitica (IE’s médios) das
actinobactérias (Figura 20), as seguintes cepas foram classificadas como Fortemente Produtoras
(IE >2): UBJ 01, UBJ 05, UBJ 11 , UBJ 15, UBJ 20, UBJ 21, UBJ 24, UBJ 29, UBJ 30, UBJ
33, UBJ 35, UBJ 38, UBJ 39, UBJ 40, UBJ 41 e UBJ 42. Isso representa 41 % das bactérias
isoladas deste estudo, estas Actinobactérias, entdo, sdo classificadas como Fortemente

Produtoras de xilanase.
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Figura 20 — Atividade xilanolitica (IE > 2) das cepas de actinobactérias isoladas de amostras
de solo da Unidade de Conservagao do Parque Nacional de Ubajara (Ce).
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Fonte: o autor.

As cepas UBJ 14 e UBJ 23 ficaram classificadas como Moderadamente Produtora (1,5 <
IE < 2) com IE= 1,74 e IE= 1,56, respectivamente, as duas cepas representam 5% do total de
cepas estudadas neste trabalho. A cepa UBJ 27 ficou classificada como Fracamente Produtora

(1 <IE<,5) com IE= 1,07 e representa 2,5% do total de cepas deste trabalho.

As cepas: UBJ 02, UBJ 04, UBJ 07, UBJ 08, UBJ 09, UBJ 10, UBJ 13, UBJ 16, UBJ 17,
UBJ 18, UBJ 22, UBJ 25, UBJ 26, UBJ 28, UBJ 31, UBJ 32, UBJ 34, UBJ 36, UBJ 37 ¢ UBJ
39 ndo mostraram produc¢do de halo e/ou crescimento de colonia, e dessa forma nao doi
determinado o indice enzimatico médio, estas cepas representam 51,5% das Actinobactérias
isoladas deste trabalho. Isto mostra que as cepas ou nao sao degradadoras da xilana ou ndo

cresceram no meio do teste enzimatico.
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6. DISCUSSAO

Os resultados de degradagao do amido avaliados corroboraram com os dados obtidos por
(RODRIGUES., 2006; SILVA., 2015), os quais isolaram actinobactérias com potencial
amilolitico, sendo bactérias do género Streptomyces as que apresentaram os melhores

resultados.

Neste estudo foi observado o predominio das cores bege, cinza e marrom, em relagdo ao
micélio aéreo e reverso (Figura 8 e 9) esses resultados se assemelham pelo menos a 33% aos
encontrados por DORNELAS et al., 2017 que trabalharam com cepas de actinobactérias
isoladas de solos tropicais, por SILVA et al., 2015 que descreveu culturalmente cepas de
actinobactérias provenientes do semiarido e por SILVA et al., 2019, que fizeram uma analise
de diversidade de isolados de actinobactéria do semiarido, nestes trabalhos observaram a

predominancia das cores cinza, creme e branco.

Cerca de 10% das actinobactérias isoladas e analisadas neste trabalham produziram
pigmentos difusivos. Segundo AMAL ef al., 2011 essa producdo de pigmentos difusivos ¢ um
bom critério para estudos taxondmicos de actinobactérias. Os pigmentos retidos nos micélios
foram os seguintes: amarelo, azul, bege, branco, cinza, marrom, verde, vermelho, rosa e roxo,
AMAL et al., 2011 descreveram que estes pigmentos podem ser em tons de azul, violeta,
vermelho, rosa, amarelo, verde, marrom e preto. Lembrando que estes pigmentos sdo passiveis
de exploracdo e aplicagdo biotecnoldgica (ABREU et al., 2014). Um dos motivos de se
explorar mais estes pigmentos naturais esta diretamente relacionado com os efeitos toxicos dos

corantes sintéticos, em relagdo aos pigmentos naturais (FRANCALANCI et al., 2001).

Alguns géneros apresentam cepas com a predominancia de cores, o género
Micromonospora apresentou dois representantes UBJ 13 e UBJ 23 com micélio aéreo e micélio
reverso: rosa, rosa e verde, verde. Em geral este género apresenta colonias com uma colorago
que varia entre o amarelo claro e o laranja (LEIVA et al., 2015). Ja o género Streptomyces com
0 maior numero de representantes apresenta colonias com uma vasta gama de cores (RUAN,

2013) e neste trabalho foram as cores: amarelo, azul, bege, branco, cinza, marrom e vermelho.

Com a analise da figura 13, observa-se que houve uma grande diversidade de cepas,
principalmente quando analisado, o maior grupo, que apresenta as quatros caracteristicas em
comum a seguir: Streptomyces; bege, bege e ndo apresentou pigmentos difusivos. Pois, este
grupo corresponde a apenas 15,4 % das cepas isoladas e caracterizadas neste trabalho e assim

mostrando que houve apenas 15,4% de semelhancga entre todas as actinobactérias estudadas.
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Apos a andlise de microcultivo houve a predominancia do género Streptomyces (65%),
seguindos por: Nocardia (11%) e Micromonospora que também foi relatado em estudos
realizados em cepas de actinobactérias do semiarido por BRITO et al. (2015) e Ramos et al.
(2015). A frequéncia do género Streptomyces nos estudos se deve principalmente por este ser
o grupo de actinobactérias mais abundante (70%) no solo (ANANDAN et al., 2016). A
predominancia do género Streptomyces no solo justifica-se por ser um género de

actinobactérias que ndo apresenta muitas exigéncias nutricionais (LEWIS et al., 2016).

A atividade amilolitica foi bastante representativa neste trabalho, visto que, esta
atividade chegou a representar 92,3 % de actinobactérias deste estudo. Porém, o percentual de
82% foi constatado por SILVA, 2015 ao analisar o IE de 4 géneros distintos e inclusive do
mesmo local de coleta e estudo deste trabalho, se considerado uma faixa de + 10% de atividade

enzimatica em placas, podemos afirmar que estes trabalhos apresentaram IE similares.

Jaralla. (2014) constatam que 80% das cepas do estudo deles apresentaram atividade
amilolitica e assim a produgdo de Amilase. Sathya e Ushadevi (2014) ao analisar a presenga de
amilase em 35 cepas de actinobactérias de solo do mangue na India, estes pesquisadores
observaram que 31 (88,6%) das 35 cepas apresentaram a referida atividade enzimatica. As trés
cepas mais promissoras deste trabalho que se destacaram em relacdo ao IE da atividade
amilolitica foram: UBJ 25 (IE= 5,60) género Streptomyces, UBJ 24 (IE=4,80) género
Streptomyces ¢ UBJ 11 (IE=4,79) género Nocardia. Houve 7,7 % de actinobactérias que nao

produziram atividade enzimatica.

As trés cepas que apresentaram os melhores IE do teste celulolitico foram: UBJ 17
(IE=8,21) género Streptomyces, UBJ 30 (IE=5,54) género Streptomyces e UBJ 11(5,16) género
Nocardia, vale comparar aqui a diferenca entre a melhor cepa da atividade celulolitica UBJ 17
(IE= 8,21) com a melhor cepa da atividade amilolitica UBJ 25 (IE = 5,6), visto que o CMC ¢
um composto mais complexo em relacdo ao amido, e sdo ambos representantes do género
Streptomyces e de fato, as enzimas celuloliticas sdo produzidas principalmente por

actinobactérias, pertencentes a este género(SILV A, 2015).

A atividade celulolitica foi de baixa representatividade neste trabalho, visto que, esta
atividade chegou a representar apenas 48,7 % de actinobactérias deste estudo e apresentou 41%
das cepas com IE > 2 . Contudo, SILVA et al. 2013 analisou em 47 cepas de actinobactérias
isoladas da rizosfera da catingueira e encontraram que 28% das amostras apresentaram

atividades celuloliticas, mas apenas 7% mostraram indice enzimético (IE >2).
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A atividade enzimdtica pectinolitica foi bastante expressiva, visto que, 84,7% das
actinobactérias apresentaram atividade enzimatica distribuidos na classificacdo sugerida por
SILVA, 2015. Por outro lado, houve cerca de 15,3 % de actinobactérias que ndo formaram
halo, porém 79,5 % das actinobactérias deste teste enzimatico obtiveram (IE >2), o que as

classificam como potenciais produtoras de pectinase (LEALEM; GASHE, 1994).

A produgdo de pectinases por actinobactérias foi descrita para o género Streptomyces sp.
e Thermomonospora sp. (STUTZENBERGER, 1987), principalmente as pectato liases
produzidas por Streptomyces viridochromogenes (AGATE, BHAT e BILIMORIA, 1962) e
Thermomonospora fusca (STUTZENBERGER, 1987).

As trés cepas que possuem os maiores IE sdo: UBJ 20 (IE=11,33) género Streptomyces,
UBJ 06 (IE=10,81) género Actinomadura e UBJ 40 (IE 8,89) género Streptomyces. A cepa UBJ
20 do género Streptomyces € extremamente produtora de pectinase, Lealem; Gashe, 1994 dao a
caracteristica de potenciais produtoras de pectinases as cepas com IE > 2, como esta cepa,
praticamente produziu cinco vezes o valor de IE minimo para a classificacdo de produtora de

pectinases segundo estes autores.

A atividade xilanolitica foi pouco expressiva em relacdio ao niimero de cepas que
apresentaram atividade enzimatica, onde apenas 48,4 % das cepas apresentaram esta atividade
enzimatica, principalmente, quando vemos que 51,5 % de cepas nao produziram halo. SOUSA
et al., 2018 em seu estudo sobre a antropizagdo sobre efeito de produgdo de xilanase, analisou
em 26 cepas, que representa 68% das actinobactérias estudadas que essas possuem presenca de

atividade xilanolitica, possuindo IE que variam entre 1,04 a 3,02.

As trés maiores cepas com maior atividade xilanolitica dentre as 39 cepas de estudo deste
trabalho sdao: UBJ 38 (IE=8,05), UBJ 30 (IE=7,92) e UBJ 33 (6,5) ambos do género
Streptomyces, 1sso atesta de fato, que o género Steptomyces apresenta uma ampla producdo de
enzimas e que a xilana também faz parte dessa amplitude de enzimas produzidas por este
género de actinobactéria, principalmente por produzir enzimas hidroliticas (VUJAKLIJAet al.,

2002; MUKHERIJEE e SEN, 2006; ACIKEL, ERSAN e ACIKEL, 2010).

O presente trabalho visou prospectar actinobactérias com potencial biotecnologico
enzimatico, para isso calculou-se os IE e assim pode-se encontrar cepas que sdo consideradas

altamente produtoras das enzimas.



47

7. CONCLUSAO

Conclui-se que as actinobactérias sd3o uma importante fonte de enzimas relacionadas
com a hidrdlise de carboidratos e que as cepas UBJ 25 (IE= 5,6) para a atividade amilolitica,
UBJ 17 (IE= 8,21) para a atividade celulolitica, UBJ 20 (IE= 11,33) para a atividade
pectinolitica e UBJ 38 IE= 8,05 para a atividade xilanolitica, todas do género Streptomyces,
possuem o potencial biotecnoldgico, principalmente no que tange a exploracdo de enzimas

relacionadas a degradagdo de polimeros de carboidratos.
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APENDICE A - ISOLADOS CENTRAIS DAS CEPAS ISOLADAS DA UNIDADE DE
CONSERVACAO DO PARQUE NACIONAL DE UBAJARA

UBJ 01 AEREO UBJ 01 REVERSO UBJ 02 AEREO UBJ 02 REVERSO

UBJ 04 REVERSO UBJ 05 AEREO UBJ 05 REVERSO

UBJ 07 AEREO

UBJ 09 AEREO UBJ 09 REVERSO

UBJ 04 AEREO

UBJ 06 AEREO UBJ 06 REVERSO UBJ 07 REVERSO

UBJ 08 REVERSO

UBJ 10 AEREO UBJ 10 REVERSO UBJ 11 AEREO UBJ 11 REVERSO



%2
-

UBJ 14 REVERSO

.

UBJ 16 REVERSO

UBJ 13 REVERSO

UBJ 16 AEREO

UBJ 18 AEREO

UBJ 15 AEREO UBJ 15 REVERSO

UBJ 18 REVERSO

|0

UBJ 20 AEREO UBJ 20 REVERSO UBJ 21 AEREO UBJ 21 REVERSO

UBJ 17 REVERSO
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UBJ 32 REVERSO UBJ 33 AEREO UBJ 33 REVERSO

S

UBJ 34 REVERSO

UBJ 36 REVERSO

Q

UBJ 40 REVERSO UBJ 41 AEREO UBJ 41 REVERSO

UBJ 32 AEREO

UBJ 34 AEREO UBJ 35 REVERSO

UBJ 37 REVERSO

UBJ 42 AEREO UBJ 42 REVERSO
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APENDICE B - CORES DO MICELIO AEREO E MICELIO REVERSO SEGUNDO A CARTELA DE
CORES (WINX, 2012)

CEPA CcODIGO DA COR ~ COR DA%l;‘ggELIO CODIGO DA COR  COR DO MICELIO REVERSO
UBJ 01 RAL 4009 Pastel Violet RAL 4009 Pastel Violet
UBJ 02 RAL 9001 Light Blue RAL 4006 Traffic Purple
UBJ 04 RAL 1015 Light lvory RAL 1015 Light Ivory
UBJ 05 RAL 8003 Clay Brown RAL 9001 Cream
UBJ 06 RAL 6027 Light Green RAL 6027 Light Green
UBJ 07 RAL 8025 Pale Brown RAL 8017 Chocolate Brown
UBJ 08 RAL 9006 White Aluminio RAL 8001 Ochre Brown
UBJ 09 RAL 9010 White RAL 9001 Cream
UBJ 10 RAL 9018 Papyrus White RAL 9002 Grey White
UBJ 11 RAL 8025 Pale Brown RAL 8025 Pale Brown
UBJ 13 RAL 3015 Linght Pink RAL 3015 Light Pink
UBJ 14 RAL 9018 Papyrus White RAL 1011 Brown Beige
UBJ 15 RAL 9002 Grey White RAL 1011 Brown Beige
UBJ 16 RAL 8017 Chocolate Brown RAL 8017 Chocolate Brown
UBJ 17 RAL 4009 Pastel Violet RAL 4009 Pastel Violet
UBJ 18 RAL 9010 White RAL 2011 Deep Orange
UBJ 20 RAL 7047 Telegrey 4 RAL 9002 Grey White
UBJ 21 RAL 9010 White RAL 9010 White
UBJ 22 RAL 7021 Black Grey RAL 7021 Black Grey
UBJ 23 RAL 9010 White RAL 9010 White
UBJ 24 RAL 9010 White RAL 9010 White
UBJ 25 RAL 9002 Grey White RAL 9002 Grey White
UBJ 26 RAL 4009 Pastel Violet RAL 4009 Pastel Violet
UBJ 27 RAL 9010 White RAL 9010 White
UBJ 28 RAL 4009 Pastel Violet RAL 8025 Pale Brown
UBJ 29 RAL 9010 White RAL 4008 Signal Violet
UBJ 30 RAL 4009 Pastel Violet RAL 7032 Pebble Grey
UBJ 31 RAL 8008 Olive Brown RAL 9018 Papyrus White
UBJ 32 RAL 8025 Pale Brown RAL 8025 Pale Brown
UBJ 33 RAL 8025 Pale Brown RAL 9002 Grey White
UBJ 34 RAL 8025 Pale Brown RAL 8025 Pale Brown
UBJ 35 RAL 9010 White RAL 9001 Cream
UBJ 36 RAL 9002 Grey White RAL 9002 Grey White
UBJ 37 RAL 8028 Terra Brown RAL 9018 Papyrus White
UBJ 38 RAL 9002 Grey White RAL 9002 Grey White
UBJ 39 RAL 8003 Clay Brown RAL 8003 Clay Brown
UBJ 40 RAL 9010 White RAL 1011 Beige Brown
UBJ 41 RAL 6008 Green Brown RAL 6008 Green Brown
UBJ 42 RAL 6008 Green Brown RAL 8023 Orange Brown
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APENDICE C - POSSIVEL GENERO E ATIVIDADE ENZIMATICA DE CADA CEPA DE
ACTINOBACTERIA DA UNIDADE DE CONSERVACAO DO PARQUE NACIONAL DE UBAJARA

Indice Enzimatico

Indice Enzimatico

Indice Enzimatico

Indice Enzimatico

CEPA POSSIVEL GENERO Amilase Celulase Pectinase Xilanase
UBJ 01 Nocardia 3,91 3,64 - 6,40
UBJ 02 Streptomyces 3,11 - 3,24 -
UBJ 04 Nocardia 3,16 - 3,84 -
UBJ 05 Actinomadura 1,43 2,13 4,87 2,64
UBJ 06 Actinomadura 4,49 2,11 10,81 -
UBJ 07 Thermomonospora 3,12 - 4,89 -
UBJ 08 Streptosporangium 2,26 - 4,38 =
UBJ 09 Nocardia 3,42 - 4,80 -
UBJ 10 Streptomyces 1,73 = 3,93 =
UBJ 11 Nocardia 4,79 5,16 5,40 5,34
UBJ 13 Micromonospora 1,51 - 2,88 -
UBJ 14 Streptomyces 1,88 - 5,54 1,75
UBJ 15 Streptomyces 3,61 - 4,84 3,15
UBJ 16 Streptomyces 4,23 3,80 8,96 -
UBJ 17 Streptomyces - 8,21 4,88 =
UBJ 18 Streptomyces 2,66 1,43 5,45 -
UBJ 20 Streptomyces 4,31 - 11,33 4,19
UBJ 21 Streptosporangium 3,48 - 6,26 3,60
UBJ 22 Micromonospora 1,36 1,23 1,47 -
UBJ 23 Thermomonospora 1,45 - 1,95 1,57
UBJ 24 Streptomyces 4,80 - 6,05 3,51
UBJ 25 Streptomyces 5,60 - - -
UBJ 26 Actinomadura 1,94 3,19 5,30 -
UBJ 27 Streptomyces 1,62 - 2,11 1,07
UBJ 28 Streptomyces 1,83 = 3,75 =
UBJ 29 Thermomonospora 2,71 1,36 5,67 3,26
UBJ 30 Streptomyces 1,23 5,54 5,04 7,92
UBJ 31 Streptomyces 2,95 - 6,73 -
UBJ 32 Streptomyces 3,85 2,16 3,73 -
UBJ 33 Streptomyces - 4,00 5,49 6,50
UBJ 34 Streptomyces 2,04 = 4,03 =
UBJ 35 Streptomyces 3,99 - 5,46 4,76
UBJ 36 Streptomyces 1,58 4,71 4,71 -
UBJ 37 Streptomyces 4,82 3,34 - -
UBJ 38 Streptomyces - 2,07 5,04 8,05
UBJ 39 Streptomyces 2,67 2,98 5,87 5,79
UBJ 40 Streptomyces 5,46 - 8,89 3,05
UBJ 41 Streptomyces 1,54 4,76 7,82 6,20
UBJ 42 Streptomyces 4,15 2,49 = 2,82




