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RESUMO

Os solos constituem a base de todos os ecossistemas terrestres abrigando uma
grande diversidade de organismos que sao vitais para manutencdo de suas
caracteristicas bioldgicas. Fazendo parte deste ambiente diverso encontram-se as
actinobactérias, um grupo microbiano que desempenha fun¢gBes ecoldgicas
importantes, como a reciclagem dos substratos organicos celulose e o amido, de
elevada complexidade quimica e ampla disponibilidade no solo. Tendo em vista a
importancia ecologica e biotecnolégica dessas enzimas, este trabalho objetivou
avaliar a atividade amilolitica e celulolitica de 39 cepas de actinobactérias
provenientes de amostras de solo de regido semiarida, localizada no Perimetro
Irrigado Baixo Acarau (PIBAU) no municipio de Marco, Estado do Ceara. A atividade
enzimatica foi determinada pelo método da difusdo em meio agar especifico com
posterior mensuracdo em milimetros do halo de hidrolise de cada substrato e sua
respectiva colonia. O Indice Enzimatico foi determinado pela razdo entre os
respectivos halos de hidrolise. Dentre as 39 cepas avaliadas, 30 (76,92%)
apresentaram producdo de celulase, com destaque para a cepa BA-3 que
apresentou o maior indice celulolitico (3,33), enquanto que 36 (92,3%) foram
amilase positiva, apresentando indice amilolitico de até 6,02 (BA-8). Esses
resultados demonstram a potencialidade enziméatica de actinobactérias de ambientes
semiaridos e apontam para sua utilizacdo como ferramentas biotecnolégicas na
restauragcédo de ambientes naturais degradados.

PALAVRAS-CHAVE : Bactérias. Caatinga.Enzimas

PRODUCTION CELLULASE AND AMYLASE OF ACTINOBACTERIA FROM
BRAZILIAN SEMIARID

ABSTRACT
Soils are the basis of all terrestrial ecosystems housing a wide diversity of organisms
that have vital role in maintaining their biological characteristics. As part of this
diverse environment are the actinobcteria, a microbial group that have important
ecological functions such as recycling of organic compounds cellulose and starch of
high chemical complexity and wide availability in soil. In view of the biological and
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biotechnological importance of these enzymes, this study aimed to evaluate the
amylolytic and cellulolytic activity 39 actinobacteria strains from semiarid region of
soil samples located in the Irrigated Perimeter Low Acarau (PIBAU) in the
municipality of Marco, State of Ceara. The production of enzymes was detected by
the enzymatic diffusion in specific agar medium and with later measurement of halo
of degradation of substrate and its respective colony. Enzimatyc Index was
calculated by the rate between the respective halo of hydrolysis. Among the 39
strains evaluated, 30 (76.92%) presented production of cellulase, especially the BA-3
strain which showed the highest cellulolytic index (3.33), while 36 (92.3%) were
positive amylase, with amylolytic index of 6.02 (BA-8). These results indicate the
enzymatic potential of actinobacteria from the semiarid region analised and point to
their use as biotechnological tools in the recovery of degraded natural environments.
Keywords: Enzymes. Bacteria. Caatinga.

INTRODUCAO

Os solos constituem a base de todos os ecossistemas terrestres abrigando
uma grande diversidade de organismos, como insetos, anelideos, plantas, animais,
e micro-organismos. Esses Ultimos desempenham fungbes relevantes para o
ecossistema, como a ciclagem de elementos essenciais (C, N e P) (BALDOTTO &
BALDOTTO, 2014). Entre os micro-organismos presentes no solo, destacam-se as
actinobactérias que, em funcdo da abundancia e diversidade, sdo importantes sob
0s aspectos ecoldgicos e biotecnoldgicos.

As actinobactérias compdem um grupo bacteriano com caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas e ecoldgicas diversas e que habitam pincipalmente o solo
(ADEGBOYE & BABALOLA, 2012; MANSOUR et al., 2015). No entanto, também
foram reportadas em regibes de mangue (KAFILZADEH & DEHDARI, 2015),
ambientes marinhos (SUBRAMAN & AALBERSBERG, 2012) e de agua doce
(GEBREYOHANNES et al., 2013), assim como em lugares extremamente secos
(MOHAMMADIPANAH & WINK, 2016) ou de baixas temperaturas (LEARN-HAN et
al., 2012). Essas bactérias desempenham papel vital na solubilizacdo de compostos
organicos, contribuindo dessa forma, para a reposicdo de nutrientes essenciais
(MABROUK & SALEH, 2014). Sao bactérias Gram-positivas com elevada
concentracdo de guanina e citosina no genoma e que apresentam a formacéo de
filamentos ramificados ou hifas e esporos assexuais (LEARN-HAN et al., 2012;
SHARMA, 2014). Sua estrutura morfolégica que as assemelha aos fungos
filamentosos constitui um possivel mecanismo adaptativo do grupo (SHARMA,
2014), possibilitando adaptar-se a diferentes ambientes, como solos com reduzida
disponibilidade de agua (LEBLANC et al., 2008), o que € caracteristico de regides
semiéaridas.

Os solos de areas semiaridas apresentam reduzida oferta de substancias
nutritivas e condigdes abidticas restritivas (KOBERL et al., 2011), o que representa
um fator limitante para o estabelecimento de diversas espécies biologicas. No
entanto, apesar do clima e fatores ecologicos como a oferta de agua, pH e
compostos organicos influenciarem negativamente o desenvolvimento de
populaces microbianas neste tipo de habitat (VAN HOP et al., 2011).

Apesar de diversos estudos com este grupo microbiano se concentrarem na
sintese de metabdlitos secundarios com acédo antibiotica (DURAIPANDIYAN et al.,
2010; PRIYADHARSINI & DHANASEKARAN, 2015), algumas pesquisas revelam o
potencial destas bactérias na sintese de enzimas hidroliticas extracelulares, dentre
as quais se sobressaem as celuloliticas e amiloliticas (SILVA et al., 2012; SAKURE
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et al., 2015; SILVA et al., 2015b). Estas enzimas estdo envolvidas em mecanismos
de mineralizacdo de nutrientes, assim como também em processos de degradacdo
de moléculas de dificil solubilizacdo presentes no solo (BURNS et al., 2013), sendo,
portanto, importantes na sustentabilidade de ecossistemas, o que reforca o potencial
ecologico desses micro-organismos.

Embora a celulose e o amido constituam a maior parte da biomassa vegetal,
estes representam polissacarideos de dificil degradacdo. Dessa forma, a presenca
de enzimas microbianas extracelulares capazes de degradar biopolimeros de
estrutura complexa como os referidos carboidratos, torna-se relevante para
reposicdo de nutrientes fundamentais no ecossistema (IRFAN et al.,, 2012;
BALDRIAN, 2014). Dessa forma, a incorporacdo de micro-organismos capazes de
decompor compostos naturais complexos caracteriza-se como uma ferramenta
auxiliar a restauracdo de sistemas ecologicos degradados (BALAMURUGAN et al.,
2011).

Diante do apresentado, 0 presente estudo objetivou caracterizar cepas de
actinobactérias naturais de uma regido semiarida brasileira, quanto as atividades
celulolitica e amilolitica.

MATERIAL E METODOS
Caracterizacdo da area
A regido de coleta faz parte da Fazenda Lote T6/4 Duvalle Frutas lote T4
(37'26” S, 408'48” W) que pertence ao Perimetro | rrigado Baixo Acarau (PIBAU) no
municipio de Marco, Estado do Ceara. Os solos caracteristicos da regiao sao do tipo
aluvial, litoliticos, planossolo solédico, podzdlico vermelho-amarelo e solonetz
solodizado. A vegetacdo classifica-se como caatinga arbustiva densa e aberta,
apresentando também uma estrutura vegetacional de faixa litoranea e floresta mista
dicotilo-palmacea, com clima caracteristico do tipo tropical quente semiarido e
temperaturas médias entre 26T a 28T (IPECE, 2015) .

Coleta do solo

As amostras de solo superior (0-10 cm) foram coletadas no primeiro semestre
de 2015, no més de abril no término da estacdo apontada como de maior
pluviosidade. Para cada local foram dispostos casualmente cinco quadrantes de 25
m? (5 m x 5 m), considerando um espaco minimo de 10 m entre cada. De cada bloco
foram coletadas cinco amostras compostas de solo. A sele¢cédo dos blocos ocorreu
aleatoriamente através de sorteio. As amostras obtidas foram acomodadas em
embalagens plasticas identificadas, armazenadas em recipientes de isopor
refrigeradas e direcionadas ao Laboratério de Microbiologia Ambiental (LAMAB) do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara - UFC.

Micro-organismos

Um total 39 cepas de actinobactérias isoladas e descritas culturalmente por
SILVA et al. (2015a) foram utilizadas na presente pesquisa. Estas cepas estdo
codificadas como “BA”, indicativo de Baixo Acaral e numeradas em ordem
crescente (BA-1, BA-2, BA-3, BA-4 até BA-39), e fazem parte da colecdo de
actinobactérias de ambientes semiaridos do Ceard sendo mantidas numa
temperatura de 4°C em meio Caseina Dextrose Agar (CDA) camada alta no
Laboratério de Microbiologia Ambiental (LAMAB) do Departamento de Biologia da
Universidade Federal do Ceara.
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Atividade celulolitica

As actinobactérias foram testadas quanto a sua capacidade de crescer e
hidrolisar compostos celuloliticos em meio acrescido com carboximetilcelulose
(FLORENCIO et al., 2012) com a seguinte composicdo em (g.L™): MgSO, (0,05g),
KCl (0,5g), NaNOs (3,0g), FeS0,.7H.O (0,01g), K;HPO, (1,0g), Agar (15,00),
Caborximetilcelulose sal sédico (5,0g) em pH 6,0. A carboximetilcelulose (CMC) foi
acrescentada neste meio como a unica fonte de carbono e energia. As cepas foram
inoculadas em forma de spot em quadruplicata, com dois ensaios independentes.
ApoOs a inoculacdo, as placas foram incubadas em B.O.D a uma temperatura de
28°C+2 durante 10 dias. Em seguida uma aliquota de 10 mL de vermelho congo
(1g.LY) foi adicionada em cada placa deixando-se reagir por 15 minutos em
temperatura ambiente (25° C). Depois deste intervalo, o excesso da solugéo foi
descartado e 10 mL de NaCl (1M) foram adicionados em cada placa, deixando-se
reagir por 30 minutos em temperatura ambiente (25 °C). Apés o descarte da solucao
salina, foi observada a presenca de areas de hidrolise em volta das colonias, os
quais foram indicativos de atividade celulolitica. As medidas dos diametros dos halos
de hidrélise e das respectivas col6nias foram efetuadas utilizando-se um paquimetro
digital e expressas em milimetros (mm) (GUPTA et al., 2011; CHARBONNEAU et al.,
2012).

Atividade amilolitica

A capacidade de crescer e sintetizar amilases foi observada pela inoculagao
das actinobactérias no meio de cultura Agar amido com a seguinte composicdo em
em g.L™": peptona (10,0) extrato de carne (3,0), amido soltavel (5,0), NaCl (5,0) e
agar (20,0). O pH da solucédo foi ajustado entre 6,8 e 7,2 (SALAHUDDIN et al.,
2011). As cepas foram entdo inoculadas em forma de spot em quadruplicata,
seguida de dois ensaios independentes.

ApoOs a inoculacao, as placas foram incubadas a 28° C+2 na B.O.D. por um
periodo de 10 dias. Apoés este interim, foi efetuada a revelagcdo das zonas de
hidrolise com adicdo de uma aliquota de 10 mL de tintura de iodo, composta de 1 g
de iodo e 2 g de iodeto de potassio para cada 300 mL de &gua destilada, na
superficie do meio contendo as col6nias. Regides claras em volta da colbnia foi o
critério utilizado para atividade amilolitica positiva. As medidas dos diametros dos
halos e das respectivas colbnias foram feitas utilizando um paquimetro digital e o
resultado expressa em milimetros (mm) (SALAHUDDIN et al., 2011).

indice Enzimaético

O indice Enzimatico (IE) foi calculado através relacdo entre os diametros do
halo de degradacao hidrolitica e das respectivas colbnias utilizando-se a seguinte
equacdao: IE = Dh/Dc. Sendo Dh o diametro em milimetros (mm) do halo de hidrolise
e Dc o diametro em mm da colénia de actinobactérias (FLORENCIO et al., 2012).

Analise estatistica

Os indices celuloliticos e amilolitico foram determinados a partir dos testes de
atividade enzimatica, os quais foram realizados em quadruplicata com dois ensaios
independentes. Esses dados foram preliminarmente submetidos ao teste de
normalidade Shapiro-Wilk a 5% de probabilidade. Em caso de distribuicdo normal foi
aplicado o teste ANOVA e, em caso negativo, foi aplicado o teste estatistico néo
paramétrico Kruskal-Wall, usando o software GraphPad Prism 5.00 (GraphPad
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Software*, San Diego, CA). As meédias significativamente diferentes foram
comparadas através do teste de Scott-Knott (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade Celulolitica

O halo indicador da atividade celulolitica foi verificado em 30 (76,92%) das
cepas de actinobactérias. A auséncia de zonas de degradacdo nas cepas (BA-2,
BA-5, BA-7, BA-8, BA-9, BA-12, BA-19, BA-28, BA-29) foi indicativa da incapacidade
de sintese de celulase. A analise estatistica demonstrou diferenca significativa
(p<0,05), entre os valores dos indices enzimaticos das cepas produtoras de
celulase, destacando-se as cepas BA-3 e BA-24, com valores significativamente
superiores as demais. Referido parametro variou entre 1,09 (BA-1) a 3,33 (BA-3), o
que indica a importancia dessas bactérias na decomposicao da celulose, como pode
ser verificado na figura 1.

As actinobactérias sédo reconhecidas pelo seu potencial enzimatico,
sobretudo, com relacdo a sintese de enzimas celuloliticas (EL-SERSEY et al., 2010;
HENG & HAMZAH, 2014). Estudo de SILVA et al. (2015b) com actinobactérias de
outra regido do semiarido do nordeste brasileiro confirmou esse potencial, sendo
registrados indices enzimaticos com valores acima de 6,0, aproximadamente duas
vezes maior que o detectado no presente estudo. Referida diferenca reforca a
importancia de estudos com esse grupo de bactérias em diferentes regibes do
semiarido do Brasil.
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FIGURA 1. indice celulolitico de actinobactérias nativas do solo do Perimetro
Irrigado do Baixo Acaraud, no Cearad. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de

Como estudos com actinobactérias oriundas do semiarido do nordeste
brasileiro, particularmente do bioma Caatinga, ainda sdo escassos, 0 presente
estudo comparou os resultados da atividade enzimatica com trabalhos realizados
com actinobactérias de outros habitats. Assim, MOHANTA (2014) ao analisar a
atividade celulolitica de actinobactérias provenientes de solos de regides de mangue
na India, constatou que 18% (9) das cepas avaliadas apresentaram producdo de
celulases. SAKURE et al. (2015) registraram positividade em 80% das cepas
estudadas, as quais foram isoladas da regido rizosférica de plantas medicinais,
também na india. Esses dados sugerem a influéncia do habitat na sintese de
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enzimas celuloliticas, assim como o potencial de adaptacdo e colonizacdo das
actinobactérias a diferentes ecossistemas.

Uma vez que a sintese anual de celulose pelas plantas pode chegar a 4x10°
toneladas (IRFAN et al., 2012) e que as celulases desempenham importante papel
na reciclagem desse polimero (MAKOI & NDAKIDEMI, 2008), a presenca de micro-
organismos capazes de degradar referido substrato é importante para disponibilizar
compostos mais simples que possam ser assimilados por outros organismos
(BALDRIAN, 2014). Esse processo contribui decisivamente para ciclagem de
nutrientes, principalmente em regiées de condi¢cdes climaticas limitantes. Assim, &
possivel deduzir que as cepas do presente estudo, ao participarem da degradacéo
de materiais celuloliticos também contribuem para a diversidade microbiana do solo
(BALDRIAN, 2014).

O crescimento e sobrevivéncia de micro-organismos em solos cultivaveis
dependem, entre outros fatores, da obtencdo de carbono, sendo a celulose a
principal fonte disponivel desse elemento (MAKOI & NDAKIDEMI, 2008). Assim, as
actinobactérias do presente estudo, isoladas de solo de regido semiarida de uso
para agricultura, podem ser consideradas engenheiros ecossistémicos, pela
capacidade de viabilizar componentes organicos fundamentais para diversas formas
de vida a partir de substratos celulésicos complexos.

Com base nos critérios propostos por SILVA et al. (2015b), 23,07% as cepas
de actinobactérias analisadas no vigente estudo foram classificadas como
fortemente produtoras de celulase (BA-3, BA-4, BA-7, BA-14, BA-21, BA-24, BA-30,
BA-37, BA-38, BA-39), apresentando IE=2 (Figura 2). As cepas BA-03 e BA-24
apresentaram, nesta ordem, os maiores valores de IEs de 3,33 e 2,84 (Figura 1).
Aproximadamente 41% das cepas de actinobactérias apresentaram 1,5<IE<2 sendo
por isso consideradas moderadamente produtoras (BA-6, BA-10, BA-11, BA-13, BA-
16, BA-18, BA-20, BA-22, BA-23, BA-25, BA-27, BA-31, BA-32, BA-34, BA-35, BA-
36) e apenas 12,82% das cepas apresentaram 1<IE<1,5, sendo classificadas como
fracamente produtoras (BA-1, BA-15, BA-17, BA-26, BA-33) (Figura 2). Esses
resultados reforcam o potencial celulolitico de actinobactérias de ambientes
semiaridos, conforme destacado por SILVA et al. (2015b), para cepas oriundas da
regido rizosférica de leguminosas do Parque Nacional de Ubajara-CE.

Fortemente produtoras (IE=2)
EE= Moderadamente produtoras (1,5<IE<2)
E3 Fracamente produtoras (1<IE<1,5)
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FIGURA 2. Categorizacdo das cepas de actinobactérias nativas do solo do
Perimetro Irrigado do Baixo Acarau, no Ceara, quanto ao indice
celulolitico.
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Visto que a degradacéo de detritos vegetais incorporados no solo depende da
acado de enzimas celuloliticas (MAKOI & NDAKIDEMI, 2008) as cepas da presente
pesquisa, desempenham importante papel para manutencdo de caracteristicas
bioldgicas e produtivas nos solos da regido analisada.

Atividade Amilolitica

O halo indicador da degradacgé&o do amido foi observado em 36 (92,3%) das
cepas analisadas, enquanto que somente 7,7% nao apresentaram zonas
caracteristicas de acédo enzimatica (BA-2, BA-5, BA-9). O percentual de positividade
foi ainda mais elevado, que o valor de 82% reportado por SILVA et al. (2015b) para
cepas de actinobactérias provenientes de regido semiarida localizada em Ubajara,
Ceard. Esses valores percentuais mostram o0 potencial de actinobactérias do
semiarido para sintese da enzima amilase e destacam a importancia de estudos
sobre esse grupo bacteriano em regides do bioma Caatinga.

SALAHUDDIN et al. (2011) e SAKURE et al. (2015) reportaram que a
sintese de enzimas atuantes na degradacao de substratos complexos € dependente
do habitat em estudo. Nesse sentido, SUBRAMAN & AALBERSBERG (2012) e
KAFILZADEH & DEHDARI (2015), GEBREYOHANNES et al. (2013), MINOTTO et
al. (2014) e GEBREYOHANNES (2015) registraram a enzima amilase em
actinobactérias nativas de regides de mangue, ambientes marinhos, rizosfera de
tomate na regido sul do Brasil (Rio Grande do Sul), bem como em um lago de agua
doce na Etidpia, respectivamente. Esses trabalhos confirmam a capacidade desse
grupo bacteriano para producdo da enzima amilase em diferentes ecossistemas e
ressalta a importancia dessas bactérias na ciclagem de nutrientes, processo vital
para a manutencdo de sistemas ecologicos naturais.

O indice enzimatico das 36 cepas de actinobactérias amilase positiva
apresentou significativas variagdes (p<0,05). A cepa BA-8 destacou-se com o maior
IE, correspondendo a 6,02, enquanto a cepa BA-37 apresentou o menor valor de IE
(1,52) (Figura 3).
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FIGURA 3. indice amilolitico de actinobactérias nativas do solo do Perimetro
Irrigado do Baixo Acaraud, no Ceara. Médias seguidas pela mesma

letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5%
de probabilidade.
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Aproximadamente 80% das cepas de actinobactérias (BA-1, BA-3, BA-4, BA-
6, BA-7, BA-8, BA-10, BA-11, BA-12, BA-13, BA-14, BA-15, BA-16, BA-17, BA-19,
BA-20, BA-21, BA-22, BA-23, BA-25, BA26, BA-27, BA-28, BA-29, BA-30, BA-32,
BA-33, BA-34, BA-35, BA-36, BA-39), foram classificadas como fortemente
produtoras de amilase com IE= 2, cinco cepas (BA-18, BA-24, BA-31, BA-37, BA-38)
(13%) como moderadamente produtoras ( BA-18, BA-24, BA-31, BA-37, BA-38) com
1,5<IE<2. Nenhuma das cepas foi classificada como fracamente produtora
(1=IE<1,5) (Figura 4).

EE Fortemente produtoras (IE>2)
100%- EE3d Moderadamente produtoras (1,5<IE<2)

80%- E= Nao produtoras (IE=0)
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40%+
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Percentual (%) de Cepas

FIGURA 4. Categorizagdo das cepas de actinobactérias nativas do solo do
Perimetro Irrigado do Baixo Acarau, no Ceara, quanto ao indice
amilolitico.

SILVA et al. (2015b) demonstraram que de 23 cepas produtoras de amilase,
60% foram consideradas fortemente produtoras, enquanto que 14% foram
classificadas como moderadamente produtoras. Assim como reportado para
actinobactérias celuloliticas, também ainda sdo poucos os trabalhos avaliando o
potencial amilolitico do referido grupo bacteriano na Caatinga (GORLACH-LIRA &
COUTINHO, 2007). Tal fato, embora dificulte a comparacdo dos resultados do
presente estudo, reforcam a importancia do mesmo. No entanto, o elevado
percentual de actinobactérias amiloliticas também foi registrado por
GEBREYOHANNES (2015). Esse autor ao estudar 18 cepas de actinobactérias de
solos de regifes da Etidpia constatou a sintese de amilase em 100% dos isolados,
sendo que cerca de 28% das cepas exibiram maxima atividade amilolitica. Esses
resultados confirmam o potencial desse grupo bacteriano na sintese de amilases e
reforcam a pertinéncia de mais estudos que possam avaliar de maneira mais
sistémica a relevancia da sintese dessa enzima para solos com caracteristicas
limitantes como aqueles de ambientes semiaridos.

Diversos fatores ecolégicos como a oferta de agua, pH e o teor de material
organico no solo, assim como também o clima, acarretam impactos diretos na
microbiota dos solos (VAN HOP et al., 2011), implicando em variagcbes na
biodiversidade desse ambiente. Desse modo, a presenca de grupos microbianos,
como as actinobactérias, com ampla e significativa atividade enzimatica em
ambientes de condicbes restritivas, ressalta a importancia ecologica do referido
grupo. De fato, GORLACH-LIRA & COUTINHO (2007), registraram que a presenca
de enzimas hidroliticas extracelulares, como quitinases, celulases, proteases e
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amilases em solos semiaridos, caracterizados pela reduzida oferta de nutrientes,
contribuem fortemente no desenvolvimento e sobrevivéncia de populacdes
microbianas. Além disso, por desempenhar papel fundamental na ciclagem de
compostos organicos (MAKOI & NDAKIDEMI, 2008; CRUZ et al.,, 2013) a
diversidade enzimatica da microbiota do solo e esta intimamente relacionada aos
inUmeros processos ecoldgicos do solo, sendo, portanto, apontada como um notavel
indicio da qualidade do mesmo (KUZYAKOV & BLAGOTSKAYA, 2015).

CONCLUSOES
Cepas de actinobactérias naturais de ambiente semiarido do Baixo Acarau
do Estado do Ceara apresentaram potencial para hidrolise de celulose e amido,
constituindo-se assim, elementos importantes para manutencdo da diversidade da
microbiota do solo.
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