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RESUMO

As actinobactérias sdo um grupo de bactérias filamentosas capazes de produzir
metabolitos secundarios de importancia econdémica, entre esses esta a xilanase, um
complexo extracelular que ocorre em micro-organismos, responsavel pela
degradacéo da hemicelulose xilana, com o exposto, este trabalho foi realizado com o
objetivo de verificar a atividade xilanolitica de actinobactérias isoladas da cidade de
Quixada-CE, assim como comparar essa atividade entre uma area conservada e
outra degradada. As amostras de solo foram coletadas na Fazenda Nao Me Deixes,
onde foram obtidas 38 cepas, sendo 19 de area antropizada e 19 de area
conservada, que foram testadas para a producdo de xilanase. Do total de cepas
testadas, 26 apresentaram a capacidade de produzir xilanase. As cepas oriundas da
area antropizada apresentaram uma maior producdo da enzima. O isolado QX 7
obteve um maior indice enzimatico e, portanto, potencial na producdo de enzima
xilanase extracelular que pode ser usada em aplica¢des industriais.
PALAVRAS-CHAVE: Atividade enzimatica, caatinga, solo.

EFFECT OF ANTROPIZATION ON THE PRODUCTION OF XYLANASE ENZYME
OF ACTINOBATERIA

ABSTRACT
Actinobacteria are a group of filamentous bacteria capable of producing secondary
metabolites of economic importance, like the xylanase, an extracellular complex that
occurs in microorganisms, responsible for the degradation of xylan hemicellulose.
The objective of this study was to verify the xylanolytic activity of actinobacteria
isolated from the city of Quixada-CE and compare its activity between a conserved
area and a degraded area. Soil samples were collected at the “Ndo Me Deixes” farm,
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from which 38 strains were isolated, selected and analyzed for the production of
xylanase, 19 belonging to an anthropic area and 19 of a conserved area. The results
showed that 26 strains had the ability to produce xylanase. The strains from the
anthropic area showed the highest production of the enzyme. The QX 7 strain stood
out with a higher enzymatic index and, therefore, potential in the production of
extracellular xylanase enzyme that can be used in industrial applications.
KEYWORDS: Enzyme activity, caatinga, soil.

INTRODUCAO

As actinobactérias sdo um grupo de bactérias filamentosas, Gram-positivas,
que desenvolvem hifas morfologicamente semelhantes as dos fungos, porém, com
diametros menores, sendo que, fisiologicamente, se assemelham a bactérias
(SULTAN et al., 2002). Sado capazes de produzir metabdlitos secundarios de
importancia econdmica, enzimas e compostos antimicrobianos ou antifingicos, com
aplicacbes potenciais para biotecnologia, biofarmacéutica, uso clinico e biocontrole
(LAMILLA et al., 2016).

Entre esses metabdlitos importantes estd a producdo de xilanase, um
complexo extracelular que ocorre em micro-organismos, responsavel pela
degradacdo da hemicelulose xilana (VAIJAYANTHI et al., 2016). E aplicada na
conversdo da xilana na agricultura e na industria alimenticia, assim como producéo
de matéria-prima para combustiveis e produtos quimicos. Esta enzima também pode
ser usada como bio-branqueamento na industria de papel, purificacdo, e
aprimoramento do aroma de suco de uva, além de melhorar o aroma e a qualidade
do péo e racao animal (SIPRIYADI et al., 2016).

Nos ultimos anos ocorreu um aumento no relato de organismos capazes de
produzir a enzima xilanase (CHAUHAN et al., 2015; GUPTA et al., 2015), assim
como um aumento nos relatos de actinobactérias provenientes do semiarido
capazes de produzir enzimas extracelulares (LOPES et al., 2018; SILVA et al.,
2015). Esses ambientes semiaridos caracterizam-se por uma heterogeneidade na
vegetacao, clima e condi¢cdes edaficas, amplitudes térmicas elevadas e solos com
pouca umidade e oligotréficos (BRESSIANI et al.,, 2015), essas caracteristicas
produzem habitats distintos e organismos adaptados a estresses abioticos. Este
trabalho foi realizado com o objetivo de verificar a atividade xilanolitica de
actinobactérias isoladas da cidade de Quixada-CE, assim como comparar essa
atividade entre uma area conservada e uma area degradada.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

As coletas de solo foram realizadas na Fazenda Nao Me Deixes, que esta
localizada em Quixada, Ceara, onde, no ano de 1998, teve 300 ha reconhecidos
como Reserva Particular do Patrimbnio Natural (RPPN) pelo Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), a propriedade tem
929 ha com as coordenadas geograficas 4°49'34"S, 38°58'9"W e 210 m de altitude.
As coletas foram feitas em duas areas: na unidade de conservacdo e em uma area
de 1 hectare, antropizada, pertencente a Fazenda Ndo Me Deixes, mas que esta
fora da RPPN. A regido possui um clima Tropical Quente Semiarido, com
pluviosidade média de 732,8 mm, concentrada nos meses de fevereiro a abril, e
temperatura meédia de 26,6° (FUNCEME, 2017).
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Analise do solo

Para caracterizacéo quimica do solo foram realizadas as analises: pH em H,0
(1:2,5) por potenciometria; acidez potencial (H+Al), extraida com acetato de calcio
tamponado a pH 7,0 e determinada por titulometria; calcio (Ca®*) e magnésio (Mg?*),
extraidos com solucdo de KCI 1M e determinados por espectrometria de absor¢cédo
atémica; aluminio trocavel (AI*"), extraido com solucdo KCI 1M e determinado por
titulometria. Fosforo (P), sédio (Na*) e potassio (K+) foram extraidos com solucéo
Mehlich 1, com o P determinado por colorimetria € 0 K* e Na* por fotometria de
chama (TEIXEIRA et al., 2017).

Actinobactérias

A partir das amostras de solo foram isoladas 38 cepas de actinobactérias
denominadas em cdédigo (QX—numero), 19 cepas sado provenientes da area
antropizada e 19 da éarea conservada. As cepas estdo armazenadas em tubos
inclinados no meio Caseina Dextrose Agar (CDA) (KUSTER; WILLIAMS, 1964;
ARIFUZZAMAN et al., 2010) com Oleo mineral, a temperatura ambiente, no
Laboratério de Microbiologia Ambiental (LAMAB) do Departamento de Biologia da
Universidade Federal do Ceara, fazendo parte da colecdo de actinobactérias
oriundas do semiarido nordestino.

Producéo de xilanase

A producao de xilanase foi feita conforme Kumar et al. (2012) modificada. As
actinobactérias foram inoculadas em quatro spots no meio Agar-xilanase (g L™):
xilana (1), NaNO3; (0,5), K;HPO,4 (1), MgS0,4.7H,0 (0,5), FeS0O,4.7H,0 (0,01), extrato
de levedura (1), agar (15) e pH 6,5. Posteriormente, as culturas foram incubadas em
camara de crescimento tipo B.O.D., a 28° C por 10 dias. Apés a incubacao, foram
adicionados 10 mL da solucéo de vermelho congo a 0,5% em cada placa, deixando-
se agir por 15 minutos sob temperatura ambiente, 0 excesso da solucéo foi drenado
e 10 mL de solucdo de NaCl (2 M) foram adicionados em cada placa, deixando-se
agir por 30 minutos a temperatura ambiente, apds esse tempo foi observada a
presenca ou auséncia das zonas de hidrélise ao redor da coldénia e medido, com a
ajuda de um paquimetro, o tamanho do halo e da colbnia.

Determinacao do perfil enziméatico

Foram calculados os indices enzimaticos (IE) da amilase, celulase e xilanase
utilizando a equacédo (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1977): IE = Dh/Dc, onde, Dh € o
didmetro em mm do halo de hidrolise e Dc o didmetro em mm do halo da colénia. A
classificacdo das cepas foi feita como fracamente produtoras (1 < IE < 1,5),
moderadamente produtoras (1,5 < IE < 2) e fortemente produtoras (IE = 2).

Andlises estatisticas

As medidas de cada IE foram obtidas em milimetros e analisadas utilizando o
programa estatistico SPSS (2004). Inicialmente foi realizado o teste de alfa de
Cronbach para verificar a consisténcia dos dados, apoés, foi analisada a normalidade
dos dados através do teste de Shapiro-Wilk, e a homogeneidade das variancias
através do teste de Levene, logo apds as meédias dos indices enzimaticos foram
submetidas a uma ANOVA (andlise de variancia) para comparar os resultados das
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cepas e para comparar os resultados entre as areas foi utilizado um teste t para
duas médias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Amostras de solo coletadas na zona de estudo nas duas areas diferiram em
suas propriedades quimicas (Tabela 1). O pH do solo variou de 5,17 na area
antropizada a 4,5 na area conservada. Ja a capacidade de troca de cations (CTC) e
a quantidade de fésforo (P) foi menor na éarea antropizada, enquanto que a
porcentagem de saturagdo por bases (V) foi maior. A area antropizada apresenta
alta saturacdo por bases (V% > 50), entretanto, a soma de bases (S) e CTC séao
baixas. Em relacdo a fertilidade do solo, a area conservada possui maior
concentracdo de nutrientes para as plantas e organismos, expressa por uma maior
soma de bases e CTC, sua limitacdo esta na acidez (maior H + Al).

TABELA 1: Caracterizagdo quimica do solo coletado na Fazenda Nao Me Deixes,
localizada no municipio de Quixada-CE, area antropizada e area

conservada.
Ao oH Agua Complexo Sortivo CTC? 3 P
1:25 Ca" Mg® K° Na® S' AP H+AIR

--------------------------- cmol¢ kg™ --------------=-m-m-mememe- —---00--- mg.kg
Conservada 45 24 06 033 012 1086 01 74 10,86 31,86 8,98
Antropizada 517 181 051 019 0 3015 O 1,21 371 66,65 348

1-Soma de Bases (Ca™ + Mg+ + K + Na")
2-Capacidade de troca de Cations (S + H" + A*")
3-Saturacédo de Bases ((S/CTC)*100)

A zona mais clara ao redor das coldnias, correspondente ao halo indicador da
degradacédo da xilana (Figura 1), foi observada em 26 cepas, ou seja, 68% das
actinobactérias estudadas.

Fonte: Autoria prépria.
FIGURA 1: Halo indicador da degradacédo da xilana
por cepas de actinobactérias isoladas do solo da
Fazenda N&do Me Deixes, localizada no municipio
de Quixada-CE, em funcdo do indice enzimatico

(IE).
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Observa-se que os diametros das zonas de inibicdo entre as cepas de
actinobactérias variaram de 8,76+0,15 mm (QX 10) a 39,62+0,82 mm (QX 02)
(Tabela 2). Nas cepas de actinobactérias QX 16, QX 21, QX 22, QX 25, QX 30, QX
45, QX 48, QX 53, QX 63, QX 65, QX 66, QX 76, (32%), ndo foi observada a
formacédo de halo enzimatico de degradacéo, indicando que estas ndo apresentam
atividade xilanolitica.

TABELA 2: indice enzimatico (IE) de xilanase de cepas de
actinobactérias isoladas da Fazenda Nao Me Deixes,
localizada no municipio de Quixada-CE. Os

resultados correspondem a média de quatro
repeticdes, com o erro padrao.

Cepas Dc (mm) Dh (mm) IE
QX1 6,53 £ 0,65 34,56 + 0,64 2,34
QX2 7,23 +£0,32 39,62 £ 0,82 2,77
QX5 12,96 £ 0,23 32,61 + 0,55 1,50
QX6 12,40 + 0,39 17,46 + 0,76 1,04
QX7 6,26 £ 0,44 37,23 +£1,39 3,02
QX9 11,19+ 0,61 37,03 £ 0,58 1,65

QX 10 5,80+0,17 8,76 £ 0,15 1,13

QX 12 9,64 + 0,28 27,98 £ 1,46 1,42

QX 13 9,43+0,49 34,66 + 0,31 2,16

QX 14 10,76 +1,18 26,12 + 3,43 1,59

QX 15 11,91+ 0,61 31,96 + 1,16 1,38

QX 17 14,41 £ 0,58 32,26 £ 1,04 1,29

QX 24 13,70 £ 0,76 37,36 £ 1,17 1,45

QX 28 8,14 + 0,48 36,43 +1,21 2,41

QX 31 7,65+0,21 36,68 + 1,12 2,54

QX 32 9,61+0,25 24,10 £ 1,35 1,35

QX 55 9,79+0,44 23,97 £ 0,70 1,39

QX 56 10,61 + 0,14 36,14 £ 2,09 2,01

QX 57 13,18 £ 0,56 36,52 + 0,66 1,65

QX 61 14,47 £ 0,75 32,15 +1,32 1,45

QX 62 11,14 £ 0,65 33,32 £ 0,93 1,60

QX 64 12,68 + 0,43 24,40 £ 0,81 1,27

QX 68 7,86 + 0,69 32,57 £0,81 2,54

QX 71 9,95+ 0,37 37,97 £ 1,59 1,97

QX 73 11,95+1,12 34,30 £ 1,02 1,68

QX 75 9,57 £0,45 35,01 +1,20 1,81

Dc = diametro da colonia (mm); Dh = diametro do halo (mm); IE =
indice enzimatico.

A producdo de xilanase é um fator importante na reciclagem de residuos
agricolas ja que é o segundo polissacarideo natural mais importante, geralmente
encontrada na parede celular, entre a lignina e a celulose, nas células de plantas
(MOHAMED et al., 2017).
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Numa tentativa de comparar o0 potencial enzimatico das cepas de
actinobactérias neste estudo, foi estabelecido um indice enzimatico, conforme
Floréncio et al. (2012) onde, valores maiores que 1,5 indicam que as cepas possuem
potencial como produtores de enzimas extracelulares. As cepas do presente estudo
apresentaram IE variando de 1,04 a 3,02.

O teste t foi realizado entre os indices enzimaticos das cepas, que
apresentaram diferenca estatistica entre si, onde, as cepas QX 2, QX 7, QX 28, QX
31 e QX 68, com os maiores valores de indice enzimatico, se destacaram em
relacdo as demais.

Esses indices estdo de acordo com o encontrado na literatura, Omar et al.
(2017), isolaram cepas de um manguezal, na Malasia, que apresentaram um indice
enzimatico maximo de 3,35, valor proximo dos encontrados nesse trabalho, assim
como Sipriyadi et al. (2016) que obtiveram 8 cepas, das 35 isoladas do solo de uma
floresta, na Indonésia, que produziram xilanase e um IE maximo de 3,25.

Sanjivkumar et al. (2017), avaliaram 40 cepas oriundas de um manguezal na
india, das quais apenas 4 cepas eram capazes de degradar a xilana, as quais
apresentaram uma zona hidrolitica maxima de 29 mm de diametro, enquanto que o
halo maximo encontrado nesse trabalho foi de 39 mm de diametro.

A andlise estatistica apresentou um alfa de Cronbach no valor de 0,823. A
andlise de variancia mostrou diferenca entre os indices enzimaticos analisadas entre
os grupos (Figura 2), a area antropizada apresentou um maior numero de estirpes
produtoras da enzima, 78% das cepas apresentaram halo de inibicAo comparado
com 57% das cepas provenientes da area conservada. Também ha diferenca
estatistica entre as cepas fortemente produtoras, onde a area antrOpica apresentou
uma maior porcentagem (63%), QX 1, QX 2, QX 5, QX 7, QX 9, QX 12, QX 61, QX
62, QX 68, QX 71, QX 73, QX 75, com as estirpes do que a area conservada (57%),
QX 13, QX 14, QX 15, QX 17, QX 24, QX 28, QX 31, QX 32, QX 55,QX 56, QX 57 .

80%
60%

40%

20%

o] m]

IE=0 1<IlE<1,5 1,5<1E<2 IE= 2
indice enzimatico

Porcentagem (%) de cepas

W Antropica Conservada

FIGURA 2: Classificagédo da intensidade de producéo de xilanase
das cepas de actinobactérias isoladas do solo da
Fazenda Nao Me Deixes, localizada no municipio de
Quixada-CE, em fungéo do indice enzimatico (IE).
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Essas diferencas entre as areas podem ser explicadas pelas variacdes nas
caracteristicas do solo das duas areas, Manzoni et al. (2014) relataram que o
crescimento microbiano € influenciado pelas caracteristicas de seu ambiente natural,
gue depende da quimica da matéria organica, umidade do solo, temperatura do solo
e acesso fisico da (s) enzima (s) ao (s) substrato (s).

JA4 Ramanjaneyulu et al. (2016), afirmaram que as caracteristicas fisico-
quimicas do solo podem influenciar na producao de xilanase por micro-organismos,
fungos, bactérias e actinobactérias, onde a maior concentracdo desses organismos
ocorreu em um solo com pH 5,1, condizente com os resultados encontrados, onde a
area conservada, que possui um pH mais &cido houve uma menor concentragdo de
organismos produtores da enzima xilanase.

CONCLUSAO
Pode-se concluir que 26 cepas de actinobactérias possuem a capacidade de
producdo de xilanase extracelular, com destaque para a cepa QX 7 a qual pode
apresentar potencial em aplicacfes biotecnoldgicas.
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