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RESUMO

Actinobactérias sao bactérias Gram-positivas cosmopolitas, que tém no solo seu principal
reservatdrio. Esses micro-organismos realizam funcdes ecoldgicas relevantes, como a reciclagem
dos carboidratos celulose e amido. Considerando seu papel ecoldégico, esse trabalho teve por
objetivo avaliar a atividade amilolitica e celulolitica de 22 cepas de actinobactérias procedente de
amostras do solo da regido do semidrido nordestino, localizada em Quixad4, no Estado do Ceard. A
sintese de enzimas hidroliticas foi constatada através da difusdo enzimdtica em meio dgar especifico
e mensuracdo do halo de hidrélise do substrato e sua respectiva coldnia. O indice enzimatico foi
determinado pela razdo entre os halos de hidrdlise. Sobre as cepas estudadas, todas as 22 foram
amilase positiva, com destaque para a AQ10, enquanto que 16 cepas (75%) para a celulase, com
destaque para a AQ2. Esses resultados indicam o potencial ecolégico e biotecnoldgico das

actinobactérias do solo da regido estudada como produtores das enzimas amilase e celulase.

Palavras-chave: Bactérias. Caatinga. Enzimas.



ABSTRACT

Actinobacteria are cosmopolitan Gram-positive bacteria, which have in soil their main reservoir.
These microorganisms perform relevant ecological functions, such as therecycling of
carbohydrates: cellulose and starch. Considering its ecological role, the objective of this work was
to evaluate the amylolytic and cellulolytic activity of 22 strains of actinobacteria from soil samples
from the northeastern semi-aridregion, located in Quixadd, State of Ceard. The synthesis of
hydrolytic enzymes wasverified through enzymatic diffusion in specific medium andmeasurement
of the hydrolysis halo of the substrate and its respective colony. The enzymatic index was
determined by the ratio of hydrolysis halos. On the studied strains, all 22 were positive amylase,
with emphasison AQ10, while 16 strains (75%) for a cellulase, with emphasison AQ2. These results
indicate the ecological and biotechnological potential of the actinobacteria of the soil of the studied

region as producers of the enzymes amylase and cellulase.

Keywords: Bacteria. Caatinga. Enzymes.
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1. INTRODUCAO

A caatinga ¢ uma formagdo vegetal encontrada na regido do semidrido nordestino. As
temperaturas médias anuais variam entre 25°C e 29°C. Essa regido tem uma irregularidade
pluviométrica em que se alternam periodos de chuva e de seca. O solo dessa regido ¢ marcado por
ser raso e pedregoso. Essa diversidade fisiondmica € devido a grande extensdo do semidrido onde
pode-se encontrar diferentes tipos de solo e condi¢des ambientais (ANDRADE-LIMA, 1981;
COSTA et al., 2009).

Predomina nesse bioma temperaturas elevadas, solos salinos, estresse hidrico e
incidéncia de radiacdo solar, no qual os micro-organismos desse ecossistema retratam um forte
potencial para atividades e estudos biotecnoldgicos e ambientais (DUAN & FENG, 2010; SOARES
Jr., 2012). Habitantes da comunidade edéfica,como as bactérias, t€m funcdes importantes para o
equilibrio e dinamica da Caatinga. A serrapilheira, camada mais superficial, serve como acesso de
material organico caracterizando-se por uma intensa atividade microbiana (BORGES FILHO &
MACHADQO, 2013).

As actinobactérias pertencem a um grupo de bactérias que estd bem distribuido na
natureza (SEMEDO et al.,2001; SILVA er al., 2012) elas sdo encontradas em diversos ambientes o
que mostra seu potencial de colonizacdo em diferentes lugares como a dgua e as plantas, mas seu
principal habitat € o solo.

Essas bactérias participam da degradacao de matéria organicaecalcitrante, contribuindo
assim, para o equilibrio ecoldgico do referido ecossistema (MYADOH, 1997). As actinobactérias
possuem a responsabilidade de degradacdo do solo, contribuindo para o ciclo do carbono e
formacdo de himus no ambiente, tendo um papel significativo no proveito da disponibilidade de
nutrientes para o crescimento das plantas (BRITO et al., 2015). Destaca-se a caracteristica desse
grupo em sintetizar enzimas extracelulares, principalmente as celuloliticas, quitinoliticas,
proteoliticas e amiloliticas (SILVA et al., 2012; SAKURE et al., 2015; SILVA et al., 2015). Estas
enzimas participam da mineralizacdo de nutrientes e em processos de decomposi¢ao de moléculas
organicas recalcitrantes no solo, e também de substancias humicas (GORLACH-LIRA &
COUTINHO, 2007; LIMA et al., 2014),0 que confirma a atuacio ecoldgica das actinobactérias.

Micro-organismos produtores de enzimas amiloliticas afetam diretamente a
disponibilidade de nutrientes para as plantas e propriedades fisicas e quimicas do solo (Jeffrey et

al., 2007). Portanto, a participagdo de micro-organismos celuloliticos € uma estratégia suplementar



microbioldgica positiva para a recuperacdo da bioenergia a partir da degradacdo desse carboidrato
(BALAMURUGAN et al., 2011).
Diante do apresentado, o estudo teve por objetivo avaliar a atividade celulolitica e

amilolitica de vinte e duas cepas de actinobactérias isoladas na regido semidrida de Quixada.



2. REFERENCIAL TEORICO

Os micro-organismos s@o os principais agentes de decomposi¢do da matéria organica e
tém papel fundamental na dindmica de nutrientes do solo (VINHALFRETAS et al., 2010). O bioma
Caatinga ¢ tipico da regido semidrida nordestina, que € caracterizada por um clima quente e seco
associado a precipitagdes pluviométricas irregulares e concentradas em um curto periodo de tempo
(ARA(JJO, 2011), e é o unico bioma exclusivamente brasileiro. Possui extensdo territorial de
734.478 km?, correspondendo a cerca de 10% do territorio nacional e abrange os estados do Ceara,
Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Sergipe, Alagoas, Bahia, Piaui e norte de Minas
Gerais.

As temperaturas médias anuais sdo elevadas e variam entre 25°C e 29°C. O clima é
semidrido e o solo, marcado por ser raso e pedregoso. Essa diversidade fisiondmica € devido a
grande extensdo do semidrido onde pode-se encontrar diferentes tipos de solo e condigdes
ambientais (ANDRADE-LIMA, 1981; COSTA et al., 2009). Esse bioma marcado pelas
irregularidades das chuvas em que pode ocorrer secas estacionais e periodicas,acrescentado a
vegetacdo tipica da caatinga,formado por arbustos,cactos e bromélias, que possui caracteristicas
proprias e gera um depdsito de folhas sobre o solo, forma uma camada superficial denominada
serrapilheira em que sua decomposi¢do esta relacionada a atividade microbiana do local (COSTA et
al., 2013).

Micro-organismos sdo indicadores de qualidade do solo, pois se relacionam com as
propriedades fisicas e quimicas desse ecossistema, sendo suscetiveis a quaisquer mudangas e
relativamente faceis de mensurar (ARIAS et al., 2005; BARETTA et al., 2010; MARTINS et al.,
2010).

As actinobactérias pertencem a um grupo de bactérias que estd bem distribuido na
natureza (SEMEDO et al., 2001; SILVA et al., 2012) elas sdao encontradas em diferentes lugares, e
que podem colonizar vérios ecossistemas, como a dgua, as plantas, os animais € em alimentos,por
exemplo, mas seu principal habitat € o solo (SATHEEJA & JEBAKUMAR, 2011), logo, faz parte
de um componente importante da comunidade edafica. O género Streptomyces o mais comum no
solo, seguido dos géneros Nocardia, Microsbispora, Micromonospora, Actinomyces, Actinoplanes €
Streptosporangium (SEMEDO et al., 2001; GENILLOUD er al, 2011; ADEGBOYE;
BABALOLA, 2012).



O termo actinobactéria, ¢ derivada do grego “aktis” (trago) e “mykes” (fungo) e refere-
se a bactérias, constituidas de micélios, com organizacdo filamentosa, muitas vezes ramificada
(LECHEVALIER & LECHEVALIER, 1967), denominadas hifas, bem semelhantes com as dos
fungos. As bactérias desse grupo sdo bem variadas morfologicamente, em que podem ser cocdides
como Micrococcus, cocobacilo como Arthrobacter e micélios ramificados como Streptomyces, por
exemplo (RAJU et al., 2010). Tem atuacdo relevante na degradacdo de matéria organica
recalcitrante,sendo importante para o ciclo do carbono e formagao de himus no ambiente, que
melhora a disponibilidade de nutrientes para o crescimento das plantas contribuindo assim, para o
equilibrio ecoldgico do referido ecossistema (MYADOH, 1997).

A principio foram classificadas como fungos por compartilhar caracteristicas comuns a
esse grupo, tais como colonias pulverulentas, formacdo de hifas, micélio aéreo de diferentes
tonalidades e disseminagdo de esporos (UJIKAWA, 2003).Esses micro-organismos t€ém uma
caracteristica marcante, que € o fato de terem uma forte variabilidade genética em que pode-se
destacar, a formacao do micélio aéreo, a pigmentacao diversificada, a esporulacdo e a resisténcia e
producdo de antibidticos e agentes genotéxicos como a mitomicina C (SEMEDO, 1997). Logo o
estudo taxondmico de agrupacdo dessas bactérias requer andlises morfoldgicas e fisioldgicas.

Sao bactérias Gram-positivas, que podem apresentar quatro tipos diferentes de nutri¢do,
em que podem ser autétrofas, heterdtrofas, fototréficas ou quimiotréficas. A sua respiragdo,na
grande maioria, € feita de forma aerdbica, porém pode ocorrer também respiragdo anaerdbica ou
aerdbica facultativa (KENNEDY, 1999; LACAZ et al., 2002). Em que a principal forma de
reproducgdo € por esporos,em que cada um tem a capacidade de germinar e crescer € gerar um novo
micro-organismo (VENTURA etal., 2007). Essa capacidade de produzir esporos, proporciona uma
resisténcia dessa bactéria contra estresses bidticos e abidticos.

A producgdo de metabdlitos secunddrios por esse grupo de bactérias apresenta grande
aplicabilidade, dentre os principais, os antibidticos (ANZAI et al., 2008; JAYASINGHE &
PARKINSON, 2008; DURAIPANDIYAN et al., 2010). O género Streptomyces, produz
metabolitos secunddrios,utilizados como agentes bioldgicos para o controle de doencas transmitidas
através do solo e sementes de planta(PRIYADHARSINI &DHANASEKARAN, 2015). Devido ao
interesse de produgcdo em escala industrial de metabdlitos secunddrios, as actinobactérias t€ém
gerado cada vez mais investimentos de taxonomistas, ec6logos, agronomos, quimicos e bidlogos

evolucionarios (QUIN et al., 2011).



Essas bactérias participam também na sintese de enzimas extracelulares como celulases,
quitinases, proteases e amilases (SILVA et al., 2012). Estas enzimas extracelulares atuam na
mineralizacdo de nutrientes e em processos de decomposicdo de moléculas organicas recalcitrantes
no solo, e também de substincias humicas (GORLACH-LIRA & COUTINHO, 2007; LIMA et al.,
2014).

Amilases sdo enzimas que hidrolisam moléculas de amido em diversos produtos e
progressivamente em polimeros menores, compostos de unidades de glicose (DASTAGER et al.,
2009). O polimero de amido assim como outros polimeros requer a combinag@o de enzimas para a
sua completa hidrélise, incluindo alfa-amilase, beta-amilases e isoamilases(POONAM & DALEL
1995).

A celulose é um polissacarideo que participa estruturalmente,além também de ter
fun¢do energética, na constru¢cdo dos vegetais, o que destaca sua grande importancia e abundancia
na distribuicdo de carbono orginico no solo. Entre os substratos disponiveis no solo, a celulose
constitui cerca de metade do peso seco da biomassa da Terra (KUMAR; BISHT; GUSAIN,
2013).Porém, esse carboidrato possui uma estrutura cristalina insolivel que dificulta a reciclagem
desse polissacarideo (IRFAN et al., 2012).

Actinocelulases sdo enzimas extracelulares induziveis que podem ser produzidas
durante o crescimento da actinobactéria em materiais celulésicos (IBRAHIM & EL-DIWANY,
2007). Dessa maneira, a participacdo de micro-organismos celuloliticos é uma estratégia
microbioldgica positiva para a recuperacdo da bioenergia a partir da degradacdo desse carboidrato
(BALAMURUGAN et al., 2011).

Celulose € vista como a fonte menos dispendiosa de biomassa que pode estar envolvida
na produgdo de substancias de alto valor econdmico, tais como agtcar, proteinas e outros produtos
quimicos através de bioconversdo enzimatica. Logo, estas enzimas extracelulares t€ém um alto valor
também industrial. As actinobactérias também apresentam utilidade e importincia em processos
industriais, tais como papel, té€xtil, biocombustiveis, na indudstria de alimentacdo humana e animal,

fabricacdo de cerveja e na agricultura (KUHADET et al., 2011, MOHANTA, 2014).



3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a capacidade de produ¢do de enzimas hidroliticas de cepas de actinobactérias

oriundas do semiarido.

3.2 Especificos

Caracterizar 22 cepas de actinobactérias oriundas de Quixadd quanto a producdo de

amilase e celulase.

Comparar a atividade enzimaética das enzimas extracelulares nas duas dreas estudadas.



4. METODOLOGIA

4.1 Actinobactérias

A drea de estudo faz parte da Unidade de Conservacao de uso Sustentdvel denominada
Reservas Particular do Patrimonio Natural (RPPN), da Fazenda Nao Me Deixes, em que se localiza
em Quixada,no Estado do Ceard (4 49°34” S, 38 58°9” W e 210 m de altitude).A propriedade possui
929 ha, sendo 300ha de RPPN, reconhecida em 1998,pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais Renovaveis(IBAMA) sendo sua vegetacdo a Caatinga (Costa et al., 2007). O
clima do municipio de Quixada é classificado como Tropical Quente semidrido, com pluviosidade
média de 732,8 mm, concentrada nos meses de fevereiro a abril, e temperatura média de 26,6 C
(FUNCEME, 2000).

Foram avaliadas 22 cepas de actinobactérias, estas foram identificadas como (Aq) e o
ndmero 1 ou 2 relaciona-se com a area em estudo, sendo T, o solo. O tratamento relativo a area
Tlconstitui-se da espécie leguminosa Clitoriaternatea L (cunhd) associadas a espécies nativas do
semidrido. A area T2 o tratamento foi a leguminosa Cajanus cajan (L. Millsp.)(feijao-guandu)
associadas a espécies nativas do semiarido. Em um total de vinte e duas cepasem estudo, as cepas
um a dez estdo situadas na drea 1, provenientes do cunha+nativa (AqlT1) e as cepas onze a vinte
sdo da area 2, sendo provenientes do feijao-guandu + nativas (Aq2T2) (Figura 1).As dreas T3 e T4

nao fizeram parte desse estudo.

Figura 1: Croqui da drea de estudo na Fazenda Nao Me Deixes localizada em Quixadé (CE).
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Essas cepas fazem parte da “Colecdo de Culturas de Actinobactérias do Semidrido”do
Laboratério de Microbiologia Ambiental do Departamento de Biologia da Universidade Federal do
Ceard. As culturas sdo preservadas a uma temperatura de 4° C inclinado em meio Caseina Dextrose
Agar (CDA). Os isolamentos das cepas foram feitos pela graduanda do laboratério. (BRITES et al.,
2016)

4.2 Atividade celulolitica

As 22 cepas de actinobactérias foram inoculadas em forma de spot em
quadruplicata,com dois ensaios em meio dgar suplementado com carboximetilcelulose (CMC)
como unica fonte de carbono com a seguinte composi¢do em g L' (MgS04-0,5;KCI- 0,5; NaNO3-
3,0; FeS0O,4.7H,0-0.01, K,HPO4-1,0; Agar—lS,O; CMC-5,0).Depois de inoculadas as placas foram
para a B.O.D a uma temperatura de + ou — 28° C e onde permaneceram por 10 dias. Apds esse
tempo, ocorreram as revelacdes, em temperatura ambiente(25°C).Em cada placa foram aliquotados
10 mL de vermelho congo(1l g.L’l), deixando por um tempo de 15 minutosapds esse
tempo,descartava-se o corante e colocava-se em cada placa 10 mL de NaCI(1M), deixando reagir
por 30 minutos. Apés a retirada de NaCl,eram observados os halos formados ao redor das coldnias,
demonstrando a atividade celulolitica dessas actinobactérias. As medidas dos diametros dos halos e

das colonias foram feitas por um paquimetro digital em mm.

4.3 Atividade amilolitica

A degradacdo do amido foi analisada pelo meio 4gar amido composto em gL' de 10,0g
de peptona e 3,0 g de extrato de carne acrescido de amido solivel (5,0 g), NaCl (5,0 g) e agar
(20,0g), com o pH entre 6,5 e 7,1. Em seguida a inoculacio, as placas foram colocadas na B.O.D. a
uma temperatura de + ou - 28°C para o periodo de crescimento durante 10 dias, apds esse tempo,
ocorreram as revelacdes. Em cada placa era aliquotado 10 mL de lugol (1g de iodo e 2g de iodeto
de potéssio para cada 300mL de dgua destilada), em que a formacdo de um halo claro ao redor da
colonia em contraste com o meio azul foi utilizada como indicador da capacidade amilolitica dos
isolados (BUZZINI et al., 2002). O tamanho do diametro dos halos e das colonias fora medidos por
meio de um paquimetro digital em mm. Foram utilizados as cepas BA-03 como controle positivo e

a cepa UB-22 como controle negativo para as enzimas extracelulares.



4.4 Indice enzimatico

A atividade enzimatica foi determinada por meio da relacdo entre o didmetro do halo de
degradacdo e o didmetro da coldnia, expressa como indice enzimdtico (IE) (HANKIN &
ANAGNOSTAKIS, 1975). O célculo foi feito a partir da seguinte expressdo: I[E= Dh/Dc. Em que
Dh € o didmetro em milimetros (mm) do halo de degradacdo e Dc € o didmetro em (mm) da colonia

de actinobactérias (FLORENCIO et al., 2012).

4.5 Analise estatistica

A atividade enzimadtica foi realizada em quadruplicata constituida por dois ensaios. Os
dados foram preliminarmente submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk a 5% de
probabilidade. Apds a verificacdo da normalidade dos dados, aqueles que ndo apresentaram
distribuicao normal foram avaliados pelo teste estatistico ndo paramétrico Kruskal-Wall, usando o
software GraphPadPrism 5,00 (GraphPad Software*, San Diego, CA). As médias

significativamente diferentes foram comparadas através do teste de Tukey (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade amilolitica

Das 22 cepas de actinobactériasavaliadas todas formaram o halo indicador de sintese

amilolitica,indicando a atividade dessa enzima extracelular(Figura 2).

Figura 2. Halos de degradacdo resultantes da sintese amilolitica

= e
-

A andlise estatistica mostrou diferenca (p <0,05), entre os valores de indices
enzimdticos das cepas produtoras de amilase, destacando-se as AQ8 e AQI10, com valores
superiores as demais. O parametro variou entre 2,03(AQI14) a 5,50 (AQI10). Esses dados
demonstram o potencial enzimdtico para a sintese de enzimas amiloliticas dessas bactérias
(SALAHUDDIN et al., 2011; SAKURE et al., 2015) (Figura 3).

De acordo com Oliveira et al. (2006), o indice enzimdtico (IE) é um dos parametros
semi quantitativos mais utilizados para analisar a capacidade da producdo de enzimas pelos micro-
organismos em meio solido. A analise dos organismos produtores de enzimas estd relacionada

diretamente com o diametro do halo de degradacao.
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Figura 3: Indice enzimdtico amilolitico de actinobactérias nativas da Fazenda Nio Me Deixes em
Quixadé (CE). Médias seguidas pela mesmaletra nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel
de 5%de probabilidade.
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Entre as cepas de actinobactérias avaliados no estudo as que tiveram maiores sinteses
amilolitica, tanto no primeiro quanto no segundo ensaio, resultando em médias de indices
enzimaticos (IE = Dh/Dc) mais altos foram as AQ3 (IE= 4,740); A8 (IE=4,917); AQ10 (IE =5,507)
AQ 19 (IE=3,972). E as AQ1 e AQ3 tiveram os maiores desvios padrdes (Tabela 1).

A literatura nio disponibiliza um valor padrio para o IE. Enquanto Fungaro e
Maccheroni (2002) estabeleceram que valores maiores que 1,0 sdo indicativos de excrecdo de
enzimas, para Bispo (2010) valores superiores a 2,00 foram utilizados como caracteristica de
atividade enzimdtica significativa. De acordo com os resultados obtidos, as cepas estudadas podem

ser consideradas produtoras desta enzima extracelular.
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Tabela 1:Médias dos indices enzimdticos amiloliticos e desvio padrao das 22 cepas de

actinobactériasnativas da Fazenda Nao Me Deixes em Quixada (CE).

Cepas Indice Enzimatico Desvio Padrao

AQI 3,136 2,103
AQ2 2,989 0,310
AQ3 4,740 2,858
AQS 2,187 0,518
AQ7 2,834 0,571
AQS 4,917 0,898
AQ9 2,664 0,784
AQI10 5,507 1,537
AQI1 2,781 0,565
AQI2 2,318 0,253
AQI3 2,236 0,413
AQl4 2,038 0,329
AQI5 2,089 0,419
AQI16 3,273 1,034
AQ17 2,232 0,524
AQI8 2,258 0,477
AQI19 3,972 1,489
AQ20 3,138 1,413
AQ21 2,298 0,423
AQ23 3,498 0,793
AQ24 3,659 0,879
AQ25 2,712 0,382

Segundo Gomes et al. (2007), existe uma estreita relacdo entre o nicho ocupado por
micro-organismos e as caracteristicas de suas enzimas intra e extracelulares. As actinobactérias
isoladas do solo sdo meséfilas tendo temperatura 6tima entre 25 e 45°C, porém podem crescer na
faixa entre 10 a 50°C. A temperatura média de Quixadd, regido semidrida brasileira, é 26°C,
favorecendo o crescimento dessas bactérias e influenciando na atividade de suas enzimas
extracelulares,como a amilase. Analisando a capacidade amilolitica de 26 isolados de rizobios de
crescimento rdpido provenientes de nddulos de feijao-guandu (Cajanus cajan), Fernandes Junior
etal. (2012) verificaram alta produgdo de amilase extracelular em quatro dos isolados avaliados, dos
quais um apresentou IE maior que 3,5; quatro isolados com producdo intermedidria desta enzima
(IE entre 1,5 e 2,5) e 18 isolados com baixa atividade enzimatica extracelular, apesar de serem

capaz de usar o amido como tnica fonte de carbono para o seu crescimento.
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As 10 primeiras cepas de actinobactérias (AQ1 a AQ10) sdo da area 1, provenientes do
solo Cunhd+nativa. Essa drea mostra os maiores indices enzimdticos entre as 22 cepas, como
demonstrado pelas cepas AQI1, AQ3, AQS8 e AQ10, favorecendo a a¢do da amilase em comparacio
com as cepas de AQ11 a AQ25 que sdo da drea 2, provenientes do solo feijao gandu+nativas, que
também apresentaram indices enzimaticos elevados, porém menores que o da drea 1. A drea 2 é
proveniente da planta feijdo Gandu+nativas. Nessa drea se destacaram apenas a AQ19,AQ23 e
AQ24.

O perfil de hidrélise dos halos celuloliticos e amiloliticos formados da &drea 1
(Cunha+nativa) permitiram classificar as cepas de actinobactérias como fortemente produtoras e
nao produtoras.

SILVA et al. (2015) demonstraram que de 23 cepas de actinobactérias produtoras de
amilase, 60% foram consideradas fortemente produtoras enquanto que apenas 14% foram
determinadas como moderadamente produtoras.

Todas as cepas de actinobactérias da amilase localizadas na drea 1 foram fortemente
produtoras. Das cepas analisadas da celulase apenas a AQS8 foi classificada como ndo produtora, em

que as demais também tiveram forte producao dessa enzima (Figura 4).

Figura 4: Classificacdo quanto a intensidade de producao de celulase e amilase da drea 1 das cepas

de actinobactérias nativasda Fazenda Nao Me Deixes em Quixada (CE).
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5.2 Atividade celulolitica

Das 22 cepas de actinobactérias avaliadas,19 formaram o halo de degradacao, ou seja
76% do total, indicando a sintese celulolitica, enquanto 6 (24%)cepas nao apresentaram atividade
celulolitica (AQS8; AQ17; AQ18; AQ19; AQ23; AQ24). A andlise estatistica mostrou diferenga (p
<0,05), entre os valores de indices enziméticos das cepas produtoras de celulase, destacando-se as
AQ2, AQ3 e AQY, com valores superiores as demais. O parametro variou entre 2,031(AQ20) e
6,780 (AQ2) (Figura 5).

De acordo com Floréncio et al. (2012) cepas com IE superior a 1,50 como potenciais
produtores de celulase. Logo,de acordo com as médias dos IE das cepas avaliadas, todas as cepas
que formaram o halo de degradacdo podem ser consideradas produtoras desta enzima extracelular,
pois tiveram valores acima de 1,50. Jeffrey e Azrizal (2007) relataram sobre a producdo de celulase
de Streptomyces gancidicus, Streptomyces malachitofuscus, Streptomyces stramineus e
Streptomyces glomeratus isolados em diferentes locais da Peninsula da Malésia, confirmando a

producdo dessas enzimas por esses micro-organismos.

Figura 5: Indice enzimitico celulolitico de actinobactérias nativas da Fazenda Nao Me Deixes em
Quixadé (CE). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel

de 5% de probabilidade.

10.0 -

CV%=83.25

7.9

5.0

indice Enzimatico




15

No total de 22 cepas de actinobactérias, 19 (76%) produziram halo de hidrélise,
indicando a sintese da celulose, porém 6 cepas se destacaram pelo alto indice enzimatico, que foram
as AQI(E = 4,526), AQ2(IE=6,780), AQ3(IE= 5,128), AQY9(IE= 5,533), AQ10 (IE= 4,193) e
AQI11 (IE=4,198) (Tabela 2).

MONHANTA (2014) ao analisar a atividade celulolitica de actinobactérias provenientes de
solos de regides de mangue na India, constatou que apenas 18% (9) das cepas apresentaram
producio de celulases, enquanto que SAKURE et al. (2015) ao analisarem a atividade enzimadtica de
actinobactérias obtidas de regido rizosférica de plantas medicinais constataram que 80% (8 cepas)
apresentaram atividade celulolitica. Esses dados, sugerem a influéncia do habitat na sintese de
enzimas extracelulares degradadoras de celulose, assim como o potencial de adaptacdo e
colonizagdo das actinobactérias a diferentes ecossistemas. As diferentes dreas, drea 1 e area 2,
demonstram diferencas no resultado da atividades enzimdticas, que pode ser afetado pelas
temperaturas diferentes, o pH de cada drea e o tipo de cultivo que cada leguminosa possui,

influenciando assim na atividade dessas enzimas extracelulares.

De acordo com Arifuzzaman et al. (2010) a populacdo bacteriana em um determinado
solo € afetada pela localizacdo geografica, temperatura e tipo de solo, pH, teor de matéria organica,
tipo de cultivo, aeracdo e umidade. Logo, diferencas na obtencdo das amostras podem variar os
resultados das atividades das enzimas. Segundo Berry e Widder (2014), a estrutura da comunidade
de qualquer habitat € "impressa" pelas interagdes entre as espécies. Portanto, diferentes espécies
habitantes de uma drea influenciam a composicao biolédgica do solo, e pode ser considerado um dos
principais fatores ecoldgicos para o equilibrio de qualquer ecossistema. As cepas 1 a 10 estdao
localizadas na drea 1,provenientes do solo Cunha+nativa(T1). O estudo demonstra que essas cepas

sdo as maiores produtoras desta enzima extracelular: AQ1, AQ2, AQ3, AQ9 e AQ 10.
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Tabela 2:Médias dos indices enzimadticos celuloliticos e desvio padrao das 22 cepas de

actinobactériasnativas da Fazenda Nao Me Deixes em Quixada (CE).

Cepas Indice Desvio
Enzimatico Padrao
AQl 4,526 2,312
AQ2 6,780 3,103
AQ3 5,182 4,473
AQ5 2,668 1,855
AQ7 2,488 1,421
AQ8 - -
AQ9 5,533 3,735
AQI10 4,193 3,352
AQI1 4,198 3,460
AQI2 2,902 1,221
AQI3 2,924 2,050
AQl14 2,541 1,827
AQI5 3,289 2,431
AQI16 2,196 1,289
AQ17 - -
AQI8 - -
AQ19 - :
AQ20 2,031 1,124
AQ21 3,219 2,391
AQ23 - -
AQ24 - -
AQ25 2,315 1,060

As cepas de 11 a 25 s@o da drea 2, proveniente do solo feijao-gandu+nativas, e sdo as
que tém os menores valores de indice enzimético, demonstrando uma menor sintese da enzima
celulase,além de ter 5 cepas (AQ17; AQI18; AQ19; AQ23; AQ24) que ndo produziram o halo de
hidrdlise.As cepas que apresentaram maiores valores de indices enzimdticos para ambas as enzimas
extracelulares sdo da darea 1 (AQI,AQ3, AQI10), j4 as cepas da drea 2 (AQI9,AQ23 e
AQ24) produziram bem amilase, porém nao produziram celulase.

O perfil de hidrdlise dos halos celuloliticos e amiloliticos formados da édrea 2 (feijao
gandu-+nativas) permitiram classificar as cepas de actinobactérias como fortemente produtoras e nao
produtoras.

Todas as cepas de actinobactérias da amilase localizadas nadrea 2 foram fortemente

produtoras. Das cepas analisadas da celulase as AQI17, AQI8, AQ19, AQ23, AQ24 foram
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classificadas como ndo produtora, em que as demais também tiveram forte producdo dessa

enzima(Figura 6).

Figura 6: Classificacdo quanto a intensidade de producao de celulase e amilase da drea 2 das cepas

de actinobactérias nativas da Fazenda Nao Me Deixes em Quixada (CE).
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Segundo McCarthy e Williams (1992), as actinobactérias sdo caracterizadas pela
possibilidade de gerar 12 metabdlitos biologicamente ativos secunddrios, tais como vitaminas,

enzimas e antibidticos, o que demonstra o papel bioldgico, econdmico desses micro-organismos.
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6. CONCLUSAO

Pode-se observar diferencgas entre os indices enzimaticos em fun¢do da area de estudo,
onde na drea 1 todas as cepas foram caracterizadas como fortemente produtoras tanto para amilase
quanto celulase, exceto a AQ8 que ndo teve producdo para a celulase e na area 2 todas as cepas

foram produtoras de amilase e apenas 64, 28% para a celulase.
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Tabela 3: Indices enzimaticos do primeiro ensaio amilolitico das 22 cepas de actinobactériasnativas

da Fazenda Nao Me Deixes em Quixada (CE).

Cepas

AQI
AQ2
AQ3
AQ5
AQ7
AQS
AQ9

AQIO

AQI1

AQI2

AQI3

AQl4

AQIS

AQI6

AQ17

AQI8

AQI9

AQ20

AQ21

AQ23

AQ24

AQ25

1
8,07
2,77
3,54
1,82
3,14
4,50
2,16
7,02
3,63
2,31
1,60
2,00
1,73
4,66
2,02
2,04
6,56
1,63
1,96
4,15
2,92
2,46

Amilase 1° Ensaio
Indice Enzimatico

Quadrantes
2 3
1,31 3,46
2,94 3,22
11,38 5,46
1,59 2,30
3,43 3,03
6,42 5,79
3,02 4,00
4,62 6,69
3,41 2,50
2,49 2,66
2,83 2,30
2,31 1,86
1,92 2,27
3,96 3,00
2,05 1,90
2,46 1,90
3,97 2,49
3,38 5,45
1,97 3,09
3,30 2,72
3,22 3,47
3,02 2,32

4
3,02
2,63
4,45
3,12
3,10
5,17
3,22
7,92
3,03
2,25
2,43
1,72
1,87
2,58
2,06
2,48
4,09
3,61
2,28
3,17
3,13
2,79
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Tabela 4: Indices enzimiticos do segundo ensaio amilolitico das 22 cepas de actinobactérias

nativas da Fazenda Nao Me Deixes em Quixada (CE).

Cepas

AQI
AQ2
AQ3
AQ5
AQ7
AQS
AQ9

AQIO

AQI1

AQI2

AQI3

AQl4

AQIS

AQI6

AQ17

AQI8

AQI9

AQ20

AQ21

AQ23

AQ24

AQ25

1
2,6
3,15
3,5
2,39
1,62
3,63
1,97
3,52
4,22
2,02
2,54
2,06
2,93
2,77
3,51
1,99
5,82
4,25
2,77
3,54
5,35
2,09

Amilase 2° Ensaio
Indice Enzimatico

Quadrantes

2 3
2,71 2
3,05 3,56
2,35 4,43
1,82 1,83
3,06 2,9
4,98 4,79
3,11 1,72
4,11 4,97
2,78 2,71
2,02 2,18
2,28 2,25
1,54 2,48
2,41 1,9
3,09 2,76
2,06 2,24
1,52 2,9
3,13 3,02
2,23 3,42
1,99 2,01
2,88 5,14
4,32 2,74
3,1 2,81

4
1,93
2,7
2,83
2,64
2,4
4,07
2,15
5,23
2,97
2,64
1,68
2,36
1,7
5,39
2,03
2,8
2,72
1,16
2,34
3,11

4,13
3,11




24

Tabela 5: Indices enzimiticos celuloliticos do primeiro ensaiodas 22 cepas de actinobactérias

nativas da Fazenda Nao Me Deixes em Quixada (CE).

Cepas

AQI
AQ2
AQ3
AQ5
AQ7
AQS
AQ9

AQIO

AQI1

AQI2

AQI3

AQl4

AQIS

AQI6

AQ17

AQI8

AQI9

AQ20

AQ21

AQ23

AQ24

AQ25

Celulase 1° Ensaio
Indice Enzimatico

1
5,728
8,05
1,6618
1,03
1,44

2,472
1,165
1,097
2,345
1,086
1,019
1,015
1,136

1,062
1,099

1,813

Quadrantes
2 3
4,235 5,75
2,911 4,016
1,669 1,789
1,05 1,1
1,107 1,127
2,531 1,799
1,459 1,123
1,141 1,039
3,009 2,146
1,029 1,006
1,161 1,001
1,058 1,135
1,06 1,13
1,095 1,053
1,065 1,065
1,468 1,1268

4
8,946
2,495
1,15
1,141
1,117

2,348
1,025
1,011
2,09
1,009
1,094
1,18
1,012

1,051
1,077

1,053
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Tabela 6: Indices enzimiticos celuloliticos do segundo ensaio das 22 cepas de actinobactérias

nativas da Fazenda Nao Me Deixes em Quixada (CE).

Cepas

AQI
AQ2
AQ3
AQ5
AQ7
AQS
AQ9

AQI0

AQI1

AQI2

AQI3

AQl4

AQIS

AQI16

AQ17

AQI8

AQI9

AQ20

AQ21

AQ23

AQ24

AQ25

Celulase 2° Ensaio
Indice Enzimatico

1
4,62
8,75

10,039
5,817
4,321

9,758
6,5
7,194
4,466
5,163
2,833
4,648
4,382

2,694
4,564

2,989

Quadrantes
2 3
2,27 2,09
9,6 8,437
8,088 12,597
3,224 3,633
3,489 4,058
10,254 9,405
8,313 8,513
5,451 8,093
5,091 1,771
4,972 4,061
6,03 3,901
5,368 5,006
3,048 3,196
2,182 3,65
5,087 4,887
3,65 3,354

4
2,568
9,978
4,466
4,352
3,241

5,7
5,444
8,558
2,301
5,067
3,29
6,899
2,605

3,457
6,905

3,07
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Tabela 7: Halos de degradacdo do primeiro ensaio amilolitico das 22 cepas de actinobactérias

nativas da Fazenda Nao Me Deixes em Quixada (CE).

Cepas

AQI
AQ2
AQ3
AQS
AQ7
AQS
AQ9
AQI0
AQI11
AQI2
AQI3
AQl4
AQIS
AQI16
AQ17
AQIS
AQI19
AQ20
AQ21
AQ23
AQ24
AQ25

1
21,94
16,4
32,35
16,42
29,68
30,94
41,29
39,94
38,72
31,24
21,84
28,42
23,3
33,89
24,43
30,62
36,14
36,82
35,51
39,93
39,82
32,8

Amilase 1° Ensaio

Halo
Quadrantes
2 3
9,58 18,35
16,63 19,05
31,87 33,19
15,19 18,5
32 30,69
38,24 31,44
52,86 51,55
40,8 43,02
32,33 34,97
33,52 38,94
30,15 25,47
38,25 36,42
27,68 21,04
38,02 33,94
25,9 36,05
30,13 36,21
42,02 44,92
36,37 39,36
39,8 42,43
36,2 40,17
38,19 36,51
28,56 33,31

4
19,1
20,35
34,64
21,02
37,61
36,66
51,47
44,33
32,25
37,74
30,1
23,63
24,74
40,01
28,31
30,82
37,11
46,11
39,1
41,64
41,17
31,89




27

Tabela 8: Halos de degradacdo do segundo ensaio amilolitico das 22 cepas de actinobactérias

nativas da Fazenda Nao Me Deixes em Quixada (CE).

Cepas

AQI
AQ2
AQ3
AQS
AQ7
AQS
AQ9
AQI0
AQI11
AQI2
AQI3
AQl4
AQIS
AQI16
AQ17
AQIS
AQI19
AQ20
AQ21
AQ23
AQ24
AQ25

1
22,96
12,19

32,8
23,68
40,09
31,52
50,31
45,76
33,37
28,44
33,32
25,38
20,14
27,43
22,63
27,37
32,61
38,11
32,06
32,42
32,42
28,88

Amilase 2° Ensaio

Halo
Quadrantes
2 3

22,7 20,35
10,92 13,97
40,27 33,99
22,07 24,84
29,71 34,15
30,37 29,37
44,7 45,98
41,22 38,08
35,07 31,56
30,4 27,22
25,03 28,49
22,64 20,12
20,16 21,4
28,78 32,31
18,67 18,73
30,52 25,86
31,37 33,08
38,65 39,75
29,75 31,89
35,93 33,25
30,53 33,73
29,03 34,74

4
19,43
18,07
37,03
21,61
30,23
33,32
40,16
41,02
30,73
29,41
30,12
18,68
22,41
29,08
15,87
22
32,58
39
33,01
30,7
35,23
30,73
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Tabela 9: Halos de degradacdo celuloliticos do primeiro ensaio das 22 cepas de actinobactérias

nativas da Fazenda Nao Me Deixes em Quixada (CE).

Cepas

AQI
AQ2
AQ3
AQS
AQ7
AQS
AQ9
AQI0
AQI11
AQI2
AQI3
AQl4
AQIS
AQI16
AQ17
AQIS
AQI19
AQ20
AQ21
AQ23
AQ24
AQ25

1
33,65
32,71
28,49
21,92
25,93

36,42
42,45
22,61
34,99
31,07
22,45
25,85
19,86

26,43
22,01

39

Celulase 1° Ensaio

Halo

Quadrantes

2 3
29,35 38,08
28,42 33,58
20,82 16,32
21,63 25,38
37,2 43,68
31,47 24,89
33,88 22
19,8 21,67
40,81 32,29
35,33 39,1
33,01 31,12
22,4 23,72
17,39 31,96
26,39 35,72
25,34 20,12
29,12 41,71

4
32,07
34,98
29,18
20,54
20,32

27,5
35,16
16,95
33,49
42,21
30,06
23,19
24,28

25,54
20,95

26,56
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Tabela 10: Halos de degradacao celuloliticos do segundo ensaio das 22 cepas de actinobactérias

nativas da Fazenda Nao Me Deixes em Quixada (CE).

Cepas

AQI
AQ2
AQ3
AQS
AQ7
AQS
AQ9
AQI0
AQI11
AQI2
AQI3
AQl4
AQIS
AQI16
AQ17
AQIS
AQI19
AQ20
AQ21
AQ23
AQ24
AQ25

1
35,08
41,32
43,48
37,64
39,33

37,96
35,3
42,09
45,6
40,17
35,5
35,56
31,77

40,06
35,65

24,29

Celulase 2° Ensaio

Halo

Quadrantes

2 3
39,12 32,4
34,49 32,23
41,17 43,21
38,69 37,1
38,8 32,87
35,89 38,28
26,52 25,2
38,25 44,11
38,59 36,07
44,5 41,02
33,11 36,01
32,96 36,4
33,99 30,88
41,38 39,43
41,97 39,83
24,42 20,36

4
31,36
32,83
41,14

46,4
44,12

40,59
29,28
39,97
40,25
37,88
37,02
35,05
36,35

42,35
45,77

24,53




