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RESUMO

Os micro-organismos representam uma importante fonte de bioativos. Esses micro-
organismos produzem enzimas que exercem papel importante em processos industriais com
alto valor econémico. Apresentam uma serie de vantagens em seu uso e producao. O objetivo
deste trabalho foi detectar enzimas de bactérias do solo de Cerrado e identificar bactérias com
alta atividade de proteases. Na primeira parte deste trabalho foram isoladas e selecionadas
bactérias do solo do Cerrado goiano com potencial de producdo de enzimas (proteases,
celulases e lipases) e de solubilizacdo de fosfato. A selecdo nos meios de cultura gerou um
total de 73 bactérias promissoras, das quais 37 foram capazes de hidrolisar proteinas; 13
demonstraram capacidade de degradar carboximetilcelulose; 13 demonstraram capacidade de
degradar tween; 14 apresentaram halo de solubilizacdo de fosfato inorganico em meio
Pikovskaya’s e 15 demonstraram a mesma habilidade em meio NBRI-P. As proteases
microbianas representam aproximadamente 60% das vendas mundiais de enzimas, tendo
aplicacdo no processamento tecnoldgico de detergentes, cosméticos, farmacos, alimentos e
bebidas, uma destas aplicacGes estd no processo de coagulacdo enzimatica do leite para
producdo de alguns tipos de queijo. Na segunda parte foram selecionadas as trés melhores
bactérias produtoras de proteases (APK 02, ALT 15 e ALT 16). Estas bactérias foram
caracterizadas como bacilos Gram negativos de crescimento rapido. A maxima producao de
caseinase pelas bactérias selecionadas foi em torno de 750 U.mL™ ap6s 96 horas de
crescimento em caldo leite a 30 °C e 150 rpm. As enzimas produzidas foram avaliadas por
SDS-PAGE e seu peso molecular foi de aproximadamente 20 kDa. Através deste trabalho foi
possivel verificar o potencial de utilizacdo das bactérias selecionadas para producdo de

caseinases de interesse industrial.

Palavras-chave: Bioprospeccdo, Bactérias, Solo do Cerrado, Protease.



ABSTRACT

Microorganisms represent an important source of bioactives. These organisms produce
enzymes that play an important role in industrial processes with high economic value. They
have a number of advantages in their use and production. The aim of this study was to detect
enzymes of bacteria in Cerrado soils and identify bacteria with high activity of proteases. In
the first part of this study, bacteria of Cerrado soils from the state of Goias with potential
enzyme production (proteases, cellulases and lipases) and phosphate solubilization were
isolated and selected. The selection in culture media provided 73 bacteria promising in total
from which 37 were able to hydrolyze proteins; 13 demonstrated ability to degrade
carboxymethyl cellulose; 13 demonstrated ability to degrade tween; 14 showed inorganic
phosphate solubilization halo in medium Pikovskaya's and 15 demonstrated the same ability
in NBRI-P environment. The microbial proteases constitute approximately 60% of world
sales in enzymes and can be employed not only in technological processes of detergents,
cosmetics, medicines, foods and beverages, but also in dairy's enzymatic coagulation process
for the production of some types of cheese. In the second part, the best three proteases
synthesizers bacteria were selected (APK 02, 15 and ALT ALT 16). These bacteria were
characterized as Gram-negative bacilli of rapid growth. The maximum production of
caseinase by the selected bacteria was approximately 750 U.mL™ after 96 hours of growth in
milk broth at 30 ° C and 150 rpm. The enzymes produced were evaluated by SDS-PAGE and
its molecular weight was approximately 20 kDa. Through this study was possible to verify the
potential of bacteria selected for the production of industrial interest caseinases.

Palavras-chave: Bioprospection, Bacteria, Cerrado Soil, Protease.
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INTRODUCAO GERAL

A organizacédo das nacOes unidas (ONU) define bioprospecgdo como sendo a pesquisa
de material biolégico com finalidade de explorar os recursos genéticos de forma a garantir o
uso sustentavel, a utilizacdo de estratégias de conservacdo, a garantia de distribuicdo justa
equitativa dos beneficios advindos de sua utilizacdo e a promogdo e regulamentacéo de novas
tecnologias, uma vez que o material biologico tornou-se um recurso e a informagéo genética
tem valor de mercado (AZEVEDO, 2013). Esta abordagem tem sido aplicada nas variadas
areas da biotecnologia para a busca de novos produtos e elaboracdo de processos inovadores
(LOPES et al., 2012).

A biotecnologia tem por base a busca e descoberta de recursos biotecnoldgicos
industrialmente exploraveis. Esta é considerada uma tecnologia robusta, confidvel e de baixo
risco, capaz de ser implementada em grande escala por uma gama de setores industriais.
Também é considerada uma das tecnologias-chave para o desenvolvimento no século XXI,
pois apresenta um forte impacto nos principais problemas globais tais como doengas,
desnutricdo e poluicdo ambiental, e € uma forma de tornar processos industriais sustentaveis
(BULL; WARD; GOODFELLOW, 2000).

Através de trabalhos cooperativos, nos ultimos anos, observou-se um aumento
significativo de pesquisas em biotecnologia focando a bioprospec¢édo, empregando as técnicas
de biocatalise e biotransformacées (ANDRADE; PIOVAN; PASQUINI, 2009).

O interesse industrial por novas fontes de enzimas utilizadas em processos de baixo
impacto ambiental, como fontes de biocatalisadores, tem contribuido para o desenvolvimento
de estudos envolvendo a triagem de micro-organismos, que vem sendo realizados através da
bioprospeccao de atividades metabélicas de enzimas (ROMERO; BAIGORI; PERA, 2007).

E reportado na literatura que as bactérias produzem uma gama de enzimas de interesse
biotecnoldgico, dentre elas destacam-se as classes das oxirredutases, transferases, hidrolases,
isomerases e ligases (SENA et al., 2006). Embora tradicionalmente, as enzimas mais
estudadas sejam de origem animal ou vegetal, as enzimas microbianas apresentam maior
interesse, do ponto de vista da sua aplicagdo industrial. Essas podem ser mais facilmente
produzidas em larga escala, via fermentacdo por serem mais expressas (clonagens) em

organismos de cultivo ja estabelecidos. Outro ponto positivo € a enorme diversidade
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microbiana de enzimas existentes que oferece infinitas possibilidades de modos de acéo, nas
mais diversas areas (SENA et al., 2006).

Paralelo a bioprospeccéo de enzimas para a aplicacédo industrial temos também a busca
por comunidades bacterianas que apresentam capacidade solubilizar fontes de fosforo de
baixa solubilidade, com o objetivo de melhorar a disponibilidade deste nutriente no sistema
solo-planta. Dentre os macronutrientes requeridos pelas plantas o fosforo é o que mais limita a
produtividade agricola nacional devido a sua baixa solubilidade nos solos em condicgdes
naturais (SOUZA; LOBATO; REIN, 2004).

Para suprir essa necessidade, a utilizacdo de fertilizantes quimicos é uma maneira
rapida de fornecer os nutrientes para a planta. Com o aumento da populacdo mundial, 0 uso
acelerado da adubacao quimica tem aumentado, contribuindo para efeitos desfavoraveis como
lixiviacdo e eutrofizacdo dos ecossistemas aquaticos e aumento da poluicdo ambiental. Uma
alternativa para amenizar esse problema é a utilizagdo de micro-organismos eficazes na
liberacdo do fosfato insoluvel para a utilizacdo em programas de biofertilizacdo na agricultura
brasileira (GOMES et al., 2010; SILVA, 2012).

Dentro deste contexto, este projeto visou a utilizacdo de micro-organismos do solo do
Cerrado goiano como fonte de producdo de moléculas com potencial biotecnoldgico, a partir
do momento em que se constata a necessidade de novos micro-organismos e de suas
biomoléculas com aplicagdo nas inddstrias, no melhoramento da agricultura e nas diversas

areas biotecnoldgicas.

No primeiro capitulo deste trabalho, é apresentado o isolamento e caracterizacdo de
bactérias do solo do Cerrado coletado no CCET/UEG, visando a bioprospec¢do quanto a
producdo de enzimas de interesse industrial e ambiental, como as celulases, proteases e
lipases, bem como a avaliagdo da presenca de bactérias solubilizadoras de fosfato. Além

disso, visa calcular a diversidade microbiana das bactérias isoladas, a determinacdo da

similaridade das bactérias isoladas e a diversidade pelo indice de Shannon-Weaver.

No capitulo 2, foram utilizadas as bactérias derivadas da bioprospeccdo para a
producdo de proteases, sendo avaliadas 3 bactérias quanto a coloracdo de Gram, quanto ao
crescimento em dois meio de culturas, quanto a producdo de proteinas e atividade de
caseinase. Ainda foi realizada a avaliagdo do perfil proteico total por SDS-PAGE observando
as proteinas expressas na presenca de caldo leite e caldo nutriente. Foram determinadas as



17

proteinas mais expressas que possivelmente sdo caseinases neutras, nas diferentes bactérias
testadas indicando que estas podem ser promissoras para a producdo de protease com

utilizacdo biotecnoldgica.
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REFERENCIAL TEORICO

1. Bioma Cerrado.

O Bioma Cerrado compreende um dos maiores biomas da América do Sul o que
corresponde a um ecossistema de 2.000.000 km?. Estende-se por areas do Brasil, Bolivia e
Paraguai representando 25% do territorio nacional brasileiro. O termo Cerrado é comumente
utilizado para designar o conjunto de ecossistemas (savanas, matas, campos e matas de
galeria) que ocorrem no Brasil Central (KLINK; MACHADO, 2005).

A sua &rea incide sobre os estados de Goias, Bahia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Tocantins, Minas Gerais, Maranhdo, Piaui, Ronddnia, Parana, S&o Paulo e Distrito Federal,
além de encraves do Amapa, Roraima e Amazonas (Figura 1). Neste territério encontram-se
as nascentes das trés bacias hidrograficas (Amazonica/Tocantins, Sdo Francisco e Prata), o

que resulta numa grande disponibilidade de recursos hidricos (MENDONCGCA et al., 2008).

Figura 1. Distribuicdo da vegetacdo do Cerrado no Brasil

Fonte: RATTER; RIBEIRO; BRIDGEWATER, 1997.
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Do ponto de vista da diversidade bioldgica, o Cerrado brasileiro € reconhecido como a
savana mais rica do mundo (MENDONCA et al., 2008). Apresenta uma grande riqueza
bioldgica estimada em 160.000 mil espécies de plantas e animais, que corresponde 5% da
flora e fauna mundial. Como caracteristica, este bioma apresenta uma vegetacao peculiar,
verdes quentes e chuvosos e invernos suaves e secos. A precipitacdo média é de 1.500 mm,
suas temperaturas variam em média de 22 °C a 27 °C (PEIXOTO et al., 2010).

Os solos do Cerrado apresentam determinadas caracteristicas comuns como elevada
acidez, deficiéncia de nutrientes, altos teores de aluminio e alta capacidade de fixacdo de
fosforo (GUCKER; BOECHAT; GIANI, 2009). Além da grande importancia ecoldgica e
econdmica, pouco se sabe sobre a biodiversidade do Cerrado, especialmente a diversidade
microbiana do solo (CASTRO et al., 2008). Uma maneira de aumentar o conhecimento sobre
a diversidade microbiana do solo promovendo a aplicacdo de seus insumos € iniciada a partir

de ferramentas como a bioprospeccdo (CASTRO et al., 2008).
2. Bioprospecgao.

A biotecnologia € baseada na busca e descoberta de recursos bioldgicos
industrialmente exploréaveis, a procura da biodiversidade que possa ser explorada. E o passo
inicial em um projeto biotecnoldgico, no entanto tdo crucial quanto qualquer outra etapa neste
processo (BULL; WARD; GOODFELLOW, 2000; LOPES et al., 2012).

Uma abordagem classica das etapas do processo de busca e descoberta biotecnolégica
passa resumidamente pela coleta de material bioldgico adequado, seguida da selecdo e
triagem de materiais com os atributos desejados, selecdo do(s) melhor(es) candidato(s) a partir
de uma lista reduzida de opc¢des, e culmina com o desenvolvimento de um produto comercial
ou processo industrial (BULL; WARD; GOODFELLOW, 2000; LOPES et al., 2012).

Atualmente os processos biotecnoldgicos tém conquistado um lugar de destaque no
desenvolvimento tecnoldgico mundial, exibindo caracteristicas econdmicas e operacionais
que conferem vantagem em relag@o aos processos quimicos convencionais (BISPO, 2010). As
praticas de bioprospeccdo proliferam na medida em que companhias farmacéuticas e de
biotecnologia em geral se engajaram em coletar e selecionar recursos bioldgicos e genéticos
por todo o mundo (DEDEURWAERDERE, 2005). O uso desses processos possibilita a
producdo de um grande numero de metabolitos de interesse industrial, incluindo enzimas, as

quais podem ser obtidas a partir do reaproveitamento de recursos naturais (BISPO, 2010).
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O conhecimento da biodiversidade e a bioprospeccéo de diferentes micro-organismos
tornaram-se um dos focos principais da era biotecnoldgica, visto que a utilizacdo destes
organismos na busca de produtos nas areas alimenticias, salde, meio ambiente e industrial

vem crescendo de forma acelerada no atual cenario mundial (OLIVEIRA K. et al., 2006).

O sucesso dos processos biotecnoldgicos estd diretamente relacionado com a
diversidade dos micro-organismos e das moléculas que eles produzem como resultado do
metabolismo primario e secundario, bem como com a conservacéo dos recursos genéticos que
eles fornecem. Consequentemente, 0 aumento da diversidade de compostos quimicos para 0s
diferentes setores industriais esta associado com a exploracdo da diversidade microbiana e sdo
muitos os beneficios cientificos esperados como resultado desta exploragdo (COLWELL,
1997; HUNTER-CEVERA, 1998; OLIVEIRA K. et al., 2006).

Para serem utilizados em processos biotecnoldgicos, espera-se que 0S micro-
organismos apresentem as seguintes caracteristicas gerais (STANBURY; WHITAKER,;
HALL, 1995; SCHMIDELL et. al., 2001):

a) nao ser patogénicos e/ou toxigénicos;

b) apresentar elevada eficiéncia na transformacao do substrato em produto;
c) permitir o acumulo do produto no meio;

d) ndo produzir substancias incompativeis com o produto;

e) apresentar constancia quanto ao comportamento fisioldgico;

f) ndo exigir condi¢des de processos laboriosas;

g) nao exigir meios de cultura dispendiosos;

h) permitir a rapida liberacéo do produto para o meio.

Além disso, para a célula, hd sempre a tendéncia de aperfeigoar o crescimento em
detrimento da sintese do produto, motivo pelo qual ndo basta verificar se a célula cresce, mas
se ela continua a acumular o produto de maneira eficaz (STANBURY; WHITAKER; HALL,
1995).

3. Micro-organismos.

Os micro-organismos estdo presentes nos mais variados habitats da terra, essa
habilidade ¢é devida a sua diversidade metabdlica, isto €, diferentes micro-organismos podem

usar uma variedade de fontes de energia e se desenvolver em diferentes condices fisicas e
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quimicas. A diversidade de populacbes microbianas indica que elas tiram proveito de
qualquer nicho encontrado em seus ambientes, assim sendo, 0s micro-organismos detém a
maior proporcdo da diversidade genética global estimada (TORTORA; FUNKE; CASE,
2003).

Possuindo alta variabilidade metabdlica e a capacidade de realizar interagdes com as
estruturas fisicas e quimicas do solo, os micro-organismos do solo atuam no controle
bioldgico de patdgenos, associados com as raizes, podem influenciar na solubilizacdo de

minerais e auxiliar a estruturag&o e agregacdo do solo (ARAUJO; MONTEIRO, 2007).

Responsaveis pela ciclagem dos compostos quimicos, incluindo a degradacdo de
poluentes ambientais, 0s micro-organismos sdo essenciais para o meio ambiente e contribuem
para a estabilidade dos ecossistemas. Apesar de sua grande importancia na manutencdo da
biosfera, estima-se que menos de 10% dos micro-organismos existentes no planeta tenham
sido caracterizados (ROSSELO-MORA; AMMAN, 2001; STURSA et al., 2009).

Por apresentar uma notavel diversidade metabdlica e adaptabilidade genética os micro-
organismos tornaram-se uma importante fonte de recursos genéticos para 0 avanco
biotecnoldgico e para o desenvolvimento sustentavel. Sdo muitos os exemplos de utilizacéo
dos recursos microbianos pelo homem em diversas atividades de importancia socioeconémica
como na area industrial. Os micro-organismos podem ainda ser empregados na producgdo de
compostos comerciais ou para transformacdo de substratos em produtos de maior valor
agregado. Na agropecuéria, destacam-se os micro-organismos fixadores de nitrogénio e 0s
empregados no controle biolégico de pragas e vetores; ja na area ambiental, as perspectivas
estdo fundamentadas na biorremediagdo para a recuperacdo ambiental, tratando-se de uma
técnica bastante promissora e dependente de novos isolados (KURTBOKE; SWINGS;
STORMS, 2004).

Movimentado bilhdes de dolares a cada ano na industria de enzimas, 0S micro-
organismos e seus bioativos apresentam altos potenciais e valor agregado pela sua aplicacdo
direta nos processos biotecnologicos, e sdéo muito menos associados aos problemas ambientais
e sociais decorrentes do tratamento de residuos industriais e poluicdo ambiental
(KURTBOKE; SWINGS; STORMS, 2004; OLIVEIRA K. et al., 2006). Uma fonte para a
promocdo de novos produtos tecnoldgicos para as aplicagdes industriais sdo 0s micro-

organismos do solo.
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3.1. Micro-organismos do solo.

A comunidade microbiana do solo desempenha um importante papel na ciclagem de
nutrientes, ela é o principal componente bioldgico responsavel pela decomposicdo da matéria
organica, producdo do humus, realizacdo do ciclo de nutrientes no solo (incluindo a fixagédo
de nitrogénio atmosférico), producdo de compostos complexos que contribuem para
agregacdo do solo, decomposicao de xenobioticos, controle bioldgico de pragas e doencas e
fornece estruturacao fisica ao solo (BALOTA et al., 2003).

Parametros microbiolégicos podem ser utilizados para avaliar a fertilidade do solo,
alguns desses parametros sdo: a biomassa do solo, a diversidade dos micro-organismos do
solo, o nimero de micro-organismos presentes no solo, nitrificacdo, decomposicdo da
celulose, liberacdo de CO,, fixacdo bioldgica de nitrogénio, potencial de oxidac¢do-reducéo e
atividade catabolica (ARAUJO; MONTEIRO, 2007).

A biomassa microbiana do solo é a fracdo viva do solo responsavel pelos processos
bioquimicos e bioldgicos no solo, podendo ser alterada pelas condi¢fes impostas pelo
ambiente de forma bastante sensivel. Tais variacOes estdo diretamente ligadas ao regime
hidrico, ao clima da regido, a estrutura e ao manejo do solo, e ao teor e a qualidade dos
residuos vegetais aportados (BALOTA et al., 2003; CASTRO et. al., 2008). As bactérias
representam a maioria da biomassa microbiana do solo com contagens entre 10° e 10° UFC
por grama de solo seco. Esses dados se referem apenas ao nimero de bactérias cultivaveis, ja
que existe uma dificuldade em reproduzir condi¢des ideais para o cultivo in vivo para a
maioria desses micro-organismos (WHITMAN; COLEMAN; WIEBE, 1998).

A diversidade, ou biodiversidade, € um atributo das comunidades bioldgicas que deve
ser estimado para que possamos compard-las com outras comunidades. O conceito de
diversidade de espécie pode ser avaliado por meio de dois componentes: riqueza das espécies,
baseada no numero total de espécies presentes; e uniformidade, baseada na abundéncia
relativa de espécies e no grau de dominancia (ODUM, 1998). Ao longo do desenvolvimento
da ciéncia, varios indices tém sido propostos, tais como Simpson (1949), Margalef (1958),
Shannon e Weaver (1949), para o estudo do comportamento da diversidade de comunidades

diferentes, permitindo uma avaliacdo da dindmica populacional frente a diferentes regides.
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As seleces de indicadores da qualidade de solo devem integrar as propriedades
quimicas, fisicas e bioldgicas, devem ser sensiveis ao manejo e as variag¢oes climaticas (HILL
et al., 2000).

A diversidade de micro-organismos como indicador da qualidade do solo vem sendo
estudada e o surgimento das técnicas de biologia molecular e caracterizacdo bioquimica, tem
favorecido a determinacdo das comunidades microbianas (TIEDJE et al., 2001). A atividade
bioldgica do solo esta intimamente associada com a estabilidade fisica do solo. Varios estudos
mostram o impacto da composi¢do do solo sobre a diversidade da comunidade microbiana
(ZHANG et al., 2010; ZHANG et al., 2011; YINGHUA et al., 2012; ZHAO et al., 2012;
BRACKIN et al., 2013).

Os micro-organismos possuem uma grande capacidade de resistir ao “estresse”
(resisténcia) e posteriormente, se recuperar (resiliéncia), definindo a estabilidade do
ecossistema. O conceito de estabilidade bioldgica tem sido demonstrado em ambas
caracteristicas do solo: fisicas e bioldgicas (ZHANG et al., 2010).

A estrutura e diversidade das comunidades microbianas do solo desempenham um
papel fundamental na funcdo e viabilidade dos solos. Portanto, as alteracBes quantitativas e
qualitativas, na composi¢cdo da microbiota do solo podem servir como indicadores
importantes e sensiveis as mudancas de curto e longo prazo na satde do solo (BRACKIN et
al., 2013).

Os micro-organismos do solo podem ser classificados de acordo com suas atuacbes
nos processos bioldgicos do ecossistema. De acordo com a classificagdo temos 0s micro-
organismos envolvidos no ciclo do nitrogénio (diazotréficos, desnitrificadoes,
amonificadores), ciclo do carbono, ciclo do fésforo, ciclo do enxofre entre outros (TORSVIK;
OVREAS, 2002; CHAER et al., 2009; PEIXOTO et al.; 2010).

O isolamento e a identificacdo de micro-organismos a partir de fontes naturais tém
sido uma ferramenta proficiente na obtencdo de estirpes aplicaveis e geneticamente estaveis
(ADNAN; TAN, 2007). O estudo da diversidade microbiana do Cerrado pode amenizar 0
efeito das alteracbes neste Bioma, bem como descobrir novos micro-organismos e Seus
bioativos para aplicagBes biotecnoldgicas em diversas areas de interesse (PIMENTA et al,
2009).
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4. Enzimas Microbianas

Enzimas séo catalisadores bioldgicos, sendo, em sua maioria, polimeros constituidos
por aminoacidos ligados covalentemente por ligacGes peptidicas. A conformacdo e a
estabilizacdo da estrutura molecular sdo asseguradas por ligac6es de hidrogénio, interacGes
hidrofébicas, pontes dissulfeto, ligagdes idnicas e forcas de Van der Waals. As condic¢des de
pH, temperatura e forca idnica do meio afetam a estrutura das enzimas e consequentemente
suas propriedades. As enzimas atuam diminuindo a energia de ativacdo de uma determinada
reacdo, promovendo uma obtencdo mais rapida do produto. As reacbes ndo catalisadas
requerem mais energia para serem iniciadas e, por isso, sua velocidade é menor do que a
velocidade das reagOes catalisadas (LEHNINGER; NELSON; COX, 2006). Algumas enzimas
sdo capazes de aumentar em até 10* vezes a velocidade de determinadas reacdes, sem
requerer condicbes extremas de pH, temperatura e pressdo. Estas tém sua atividade
determinada pelas caracteristicas estruturais das proteinas. Cada enzima tem seu proprio

mecanismo de catalise, uma vez que elas sdo altamente especificas (CAMPBELL, 2000).

As enzimas sdo divididas em seis classes, baseadas no tipo de reacdo que elas
catalisam (Tabela 1). Essa classifica¢do foi uniformizada pela Comissao de Enzima da Unido
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (CARNEIRO, 2003).

A aplicacdo da tecnologia enzimatica atualmente é um dos campos mais promissores
dentro das novas tecnologias para sintese de compostos de alto valor agregado. Os processos
industriais que utilizam enzimas apresentam menor impacto ambiental e também um menor
consumo energeético, visto que as enzimas sao biodegradaveis, e sendo altamente especificas,
minimizam os efeitos indesejaveis. As enzimas podem ser utilizadas para substituir produtos
guimicos nos processos catalisados por compostos causticos, acidos e solventes toxicos que
agridem o meio ambiente provocando o desgaste de materiais (MITCHELL; BEROVIC;
KRIEGER, 2000).
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Tabela 1. Classificagdo das enzimas baseada no tipo de reagéo que catalisam.

Classificacao Reacéao que catalisam Enzimas

ReacOes de dxido-reducdo. Transferénciade  hidrogenases, oxidases,
Oxido-redutases atomos de O e H ou elétrons de um peroxidases, hidroxilases,
substrato para outro. oxigenases.

N A aminotransferases,
Reacdes de transferéncia de grupos

Transferases i acetiltransferase, cinases,
especificos de um composto para outro. :
fosforilases.
. . e lipases, proteases, amilases,
Hidrolases Reac0es hidroliticas. P prote
pectinases.
Reac0es reversiveis, ndo hidroliticas de
Liases remocdo de grupos da molécula de descarboxilases, aldolases.
substrato.
Reacdo de isomerizagdo transformam : :
Isomerases - : glicose-isomerase.
isbmeros entre si.
. Reacdo de sintese de novos compostos, . .
Ligases piruvato carboxilase.

derivados da juncéo de duas moléculas.

Fonte: CARNEIRO, 2003; LEHNINGER; NELSON; COX, 2006.

A maioria das enzimas utilizadas industrialmente é produzida a partir de micro-

organismos, por processos fermentativos (RAQO et. al., 1998).

As enzimas de origem microbiana apresentam vantagens em relacdo as equivalentes
de origem animal ou vegetal, como, por exemplo, menor custo de producdo, maior facilidade
de producdo em larga escala, caracteristicas fisico-quimicas diferentes, geralmente
relacionadas ao habitat e a fisiologia dos micro-organismos produtores, possibilidade de
manipulacdo genética e representam um recurso renovavel (OLIVEIRA A. et al., 2006). A
identificacdo de novas fontes microbianas é de grande interesse, pois garante o suprimento de
enzimas aos mais variados processos industriais, e tornam possivel o desenvolvimento de
novos sistemas enzimaticos que nao podem ser obtidos de plantas ou animais (ALVES et al.,
2002).

Muitos micro-organismos foram isolados na natureza e sdo utilizados industrialmente
para producdo de enzimas (Tabela 2). Estima-se que apenas 5% dos fungos e 2% das bactérias
foram avaliados e identificados como produtores de enzimas de interesse industrial (BRAVO
et al., 2000).
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Em decorréncia das necessidades e tendéncias da substituicdo das etapas de processos
quimicos por processos biotecnoldgicos mais eficientes, da substituicdo de processos
quimicos baseados em insumos ndo renovaveis por processos quimicos e/ou bioguimicos que
utilizem insumos renovaveis, prevé-se um aumento significativo do consumo de enzimas a
nivel internacional (POLITZER; BON, 2006).

O mercado de enzimas industriais esta dividido em trés grandes segmentos. O
primeiro seguimento sdo as enzimas para alimentos e bebidas, decorrente do crescimento
devido a procura por novas aplicacfes na area de laticinios e panificacdo. J& o segundo
segmento sdo as enzimas técnicas, destinadas especialmente a industria téxtil e de produtos de
limpeza. Por fim o terceiro segmento sdo as enzimas para racao animal, o qual o crescimento
tem sido vertiginoso devido ao grande interesse dos criadores em aumentar o valor nutricional
das racGes e facilitar sua digestdo (BOM; FERRARA; CORVO, 2008).

A tecnologia enzimaética concilia o desenvolvimento tecnoldgico com a utilizacdo de
matérias-primas renovaveis e a preservacdo ambiental, cenario importante para a insercdo do
Brasil no mercado internacional (POLITZER; BON, 2006).

O mercado brasileiro de enzimas, embora ainda pouco representativo (cerca de 2% do
panorama mundial), pode revelar grande potencial, pois o Brasil gera uma enorme quantidade
de residuos agroindustriais. Além disso, as indUstrias de alimentos, medicamentos, tecidos e
papel também se beneficiariam com um mercado de enzimas mais expressivo. A reducdo do
custo de producdo de enzimas é favorecida, no pais, pela possibilidade de bioconverséo de
subprodutos agricolas como parelho de trigo, farelo de algoddo, casca de soja e outros
(MUSSATTO; FERNANDES; MILAGRES, 2007).

As principais enzimas de aplicacdo industrial sdo proteases, amilases, lipases,
celulases, pectinases (Tabela 2), (MUSSATTO; FERNANDES; MILAGRES, 2007) e as
principais empresas produtoras de enzimas séo: a multinacional de biotecnologia Novozymes,
Gist-Brocades e Genencor Internacional Inc. (FOCUS ON CATALYSTS, 2011).
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Tabela 2. Classificacdo das enzimas baseada no tipo de reacdo que catalisam.
Fontes de micro-

Enzimas ) Atuacao Aplicacdes
organismos
Aspergillus sp.; Amolecimento de
Amilase Bacillus sp.; Hidrélise do massas; auxilio na
Microbacterium Amido. producéo de aglicares
imperiale. para fermentac&o.
Aspergillus niger;
Celulase CIog}Irldlum_sp; Hidrdlise de Liquefagdo de frutas
Bacillus sp.; celulose. para producéo de sucos.
Trichoderma spp.
Aspergillus SP-; Hidrolise de Tempero em produtos
Linase Candida sp.; triglicerideos em  de queijo, modificacdo
P Rhizopus sp.; 4cidos graxose  da funcéo da gordura
Bacillus subtilis. glicerol. por interesterificacao.
Aspergillus sp.; o
_ Erwinia sp.; Hidrélise da Clarificacao de sucos de
Pectinase Pseudomonas sp.; pectina, frutas por

Penicillium funiculosum. despectinizacéo.

Aspergillus sp.; Coagulagio do leite

Rhizomucor miehei; Hidrolise de .
. . para fabricacéo de
Cryphomectria proteinas de o <
e o queijo; producdo de
Protease parasitica; animais e hidrolisados para sopas:
Penicillium citrinum; vegetais; hidrolise oS p pas,
. } , . melhoria da massa do
Bacillus sp.; de gluten de trigo.

) ; do.
Rhizopus niveus. P

Fonte: Adaptado de AQUARONE et al., 2001 e FELLOWS, 2006.

4.1. Micro-organismos solubilizadores de fosfato

O fosforo (P) €, assim como o nitrogénio, um macronutriente limitante para o
crescimento e a producdo de culturas agricolas (VANCE; UHDE; ALLAN, 2003). Ele esta
envolvido em fungdes bioldgicas basicas como a formacao de &cidos nucleicos, fosfolipidios,
metabolismo energético, ativacdo de metabolismo intermediario e regulacdo enzimaética
através das cascatas de traducdo de sinais (ABEL; TICCONI; DELATORRE, 2002;
RAUSCH; BUCHER, 2002; SCHUNMANN et al., 2004).

O fosforo é o nutriente de menor abundéncia e mobilidade no solo para as plantas
(TAKAHASHI; ANWAR, 2007). Alguns solos possuem niveis elevados de fosfato total,
porém eles podem ser deficientes devido a baixa taxa de fosfato solGvel disponivel
(GYANESHWAR et al., 2002), sendo necessaria a utilizacdo de fertilizantes a base deste

elemento.
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O P é aplicado ao solo na forma de fertilizantes fosfatados. Cerca de 5 a 30% dos
fertilizantes fosfatados aplicados aos solos sé&o aproveitados pelas plantas e uma parte
significativa é reduzida por reagdes fisico-quimicas no solo (TROLOVE et al., 2003). No
entanto, uma grande porcdo de fosfato inorganico (Pi) solavel, aplicado ao solo como adubo
quimico, é rapidamente imobilizado sob as formas de fosfato de célcio (CaHPO,), fosfato
tricalcico (Caz(POy),), fosfato de ferro (FePO,) e fosfato de aluminio (AIPO,). Sob tais
formas o fosfato ndo é assimilado de forma eficiente pelas plantas, demandando aplicacéo

excessiva de adubos fosfatados nas areas de cultivo (OMAR, 1998).

Os recursos globais de fertilizantes fosfatados economicamente acessiveis vado se
esgotar, resultando em aumento de custo dos fertilizantes fosfatados, bem como na sua
escassez (ISHERWOOD, 2000). Para evitar uma possivel escassez de P, especialmente em
economias menos competitivas, estratégias de melhoria na produtividade de diversas culturas
devem ser desenvolvidas com abordagens sustentaveis de aplicacdo de cultivares em
ambientes de baixa fertilidade, melhorando sua capacidade de aquisi¢cdo de nutrientes
(LYNCH, 2007; BEDDINGTON, 2010).

Os fertilizantes quimicos tém impactos e custos crescentes. A utilizagdo de micro-
organismos solubilizadores de fosfato insolivel é apresentada como uma possibilidade
vantajosa e sustentavel para praticas agricolas (GYANESHWAR et al.; 2002). Esses micro-
organismos podem ainda promover o crescimento da planta secretando sideréforos,
hormdnios de plantas como o acido indolacético (AlA) e a enzima 1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC) desaminase. ACC é o precursor imediato do hormonio etileno. Essa
enzima pode estimular o crescimento vegetal e o comprimento das raizes, em particular,
sequestrando e hidrolisando ACC das sementes em germinacdo, diminuindo,
consequentemente, a concentracdo de etileno nas sementes. (ESASHI, 1991; SELVARAJ;
MADHAIYAN; SA, 2008; LOPES et al., 2012).

A inoculacdo do solo com micro-organismos solubilizadores de fosfato podem
solubilizar o P insoltvel pela producéo de varios acidos organicos de baixo peso molecular
(TAHA et al., 1969), podendo também atuar como agentes quelantes (LIN et al., 2006). Outro
mecanismo de solubilizacéo de P é a extrusdo de prétons (H*) (ILLMER; SCHINNER, 1992),
a producdo de exopolissacarideos (BARBERI et al., 2004) e a producdo de siderdéforos (YU et
al., 2011).
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As populagdes de micro-organismos solubilizadores de fosfato existentes nos solos
estdo entre 10* e 10’ UFC g™ de solo da rizosfera de diversas leguminosas (SILVA FILHO;
NARLOCH; SCHARF, 2002). A eficiéncia na solubilizacdo pode diferenciar géneros e
familias de micro-organismos. (SILVA FILHO; NARLOCH; SCHARF, 2002).

Dentre os diferentes grupos de micro-organismos do solo que possuem potencial na
solubilizacdo de fosfato, sdo destacadas as bactérias do género Rhizobium (SRIDEVI,
MALLAIAH, 2009), Agrobacterium, Pseudomonas, Burkholderia, Erwinia (VERMA;
LADHA, 2001; GARG et al., 2001), Paenibacillus (WANG et al., 2012) e Bacillus (SILVA
FILHO; VIDOR, 2000). Entre os fungos os mais citados sdo o Aspergillus e Penicillium
(SOUCHIE; ABBOUD, 2007; LIAN et al., 2008).

A habilidade dos micro-organismos solubilizar P possibilita 0 aumento do fdsforo
disponivel para as plantas (leguminosas e ndo leguminosas), auxiliando no papel fundamental
no ciclo biogeoquimico do P em ecossistemas naturais e agricolas (RODRIGUEZ; FRAGA,
1999; ZENG et al, 2012).

Assim a busca de bactérias com capacidade de solubilizar fosfato no solo do Cerrado é
uma estratégia que pode levar a identificagdo de micro-organismos que poderao ter aplicacao

na area agricola.
4.2. Celulases

A celulose é um polimero de glicose com ligagdes B - 1,4 sendo 0 maior componente
da biomassa vegetal, sendo o biopolimero mais abundante da natureza, e, portanto, € uma
fonte sustentavel de combustivel e de material para processos industriais (JARVIS, 2003;
MANSFIELD; MEDER, 2003).

A biomassa celulésica, proveniente de plantas cultivadas ou, alternativamente,
residuos agroindustriais, tem sido o foco de numerosas pesquisas cientificas e pesados
investimento de muitos setores industriais nas ultimas décadas (KIM; KANG; LEE, 1997;
LYND et al., 2002; MALHERBE; CLOETE, 2002; HOWARD et al., 2003). A intensificacdo
dos esforcos de pesquisa e magnitude de investimento € plenamente justificada pela
importancia desse recurso natural, que é considerado o Unico ciclo de reposicéo
suficientemente rapido para sustentar o crescimento na demanda por aplicacdes tradicionais

(fabricacdo de papel, biomassa-combustivel, compostagem, racdo animal entre outros), além



30

da crescente demanda mundial por biocombustiveis e outras commodities quimicas, que
representam novos mercados para lignocelulose. Entre eles 0 mais proeminente é a conversdo
em carreadores de energia como o etanol combustivel (KIM; KANG; LEE, 1997; LYND et
al., 2002; MALHERBE; CLOETE, 2002; HOWARD et al., 2003).

As enzimas do complexo celulolitico sdo hidrolases que clivam ligagdes O-
glicosidicas, sendo classificadas pela Unido Internacional de Bioquimica e Biologia
Molecular - Comité Internacional de Enzimas com a codificagdo 3.2.1.x, onde o valor de X
varia com a celulose avaliada (CASTRO; PEREIRA JUNIOR, 2010).

As celulases sdo enzimas que clivam as ligacbes B-1,4 da celulose. Elas podem ser
produzidas por plantas, participando da formacao e remodelamento da parede celular, e por
bactérias e fungos, com intuito de despolimerizar a cadeia de celulose. As celulases séo de
varios tipos e elas operam sinergicamente para a hidrdlise da celulose (SANTOS, 2011).

Existem trés tipos de enzimas envolvidas na hidrolise completa da celulose
(SUKUMARAN et al., 2005): as celobiohidrolase ou exoglucanases (EC 3.2.1.9.1), as Endo-
B-1,4-glicanase (EC 3.2.1.4) ¢ as p-glicosidase (EC 3.2.1.21). Endoglicanases ou
celobiohidrolase clivam ligagdes internas ao acaso, no local amorfo de polissacarideos de
celulose gerando novas cadeias de oligossacarideos. Exoglicanases atuam nos terminais
redutores e ndo redutores das cadeias de celulose liberando glicose, celobiose ou
celooligossacarideos como produtos principais. Glicosidades hidrolisam celodextrinas
soluveis e celobiose em glicose (SUKUMARAN et al., 2005).

As celulases, assim como as demais enzimas extracelulares de hidrdlise séo induzidas
quando hé a necessidade de serem secretadas pelos micro-organismos para que estes cresgam
em celulose (LEE; KOO, 2001). Alguns géneros de bactérias citados na literatura, que
apresentam atividade celulolitica, incluem Bacillus, Clostridium, Cellulomonas,
Rumminococcus, Alteromonas, Acetivibrio e Bacteriodes (ROBOSON; CHAMBLISS, 1989).
Recentemente, uma variedade de bactérias tem sido relatada como produtoras de celulases,
incluindo Bacillus sp. (MAWADZA et al., 2000), Bacillus amyoliquefaciens (LEE et al.,
2008), Bacillus subtilis (KIM et al., 2009) e Marinobacter (SHANMUCHAPRIYA et al.,
2010).

De um modo geral, micro-organismos degradadores de celulose e suas enzimas tém

tido aplicacGes e um enorme potencial biotecnoldgico para uma variedade de industrias, tais
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como quimicas, de combustiveis, de alimentos processados, de bebidas e vinhos, de racdo
animal, téxtil, de papel, entre outras (LOPEZ et al., 2007).

Além disso, muitos processos mediados por enzimas celuloliticas tém sido utilizados
como alternativa a tratamentos quimicos ja estabelecidos ou como adjuvantes na eficacia dos
mesmos. Fato que contribuiu significativamente para a expansdo da demanda por enzimas
celuloliticas e, consequentemente, para a intensificacdo de pesquisas cuja finalidade é a
obtencdo de micro-organismos celuloliticos que produzam estas enzimas em grande
quantidade e o desenvolvimento de processos de fermentacdo mais eficientes para producao
de enzimas (LOPEZ et al., 2007).

4.3. Lipases

As lipases sdo biocatalisadores pertencentes a classe das enzimas hidrolases e tém
como nome sistematico triacilglicerol acil-hidrolase (E.C 3.1.1.3) (KAPOOR; GUPTA,
2012).

As lipases sdo definidas por sua capacidade de catalisar a hidrélise de triacilglicérois
de longa cadeia acila com a formacdo de diacilglicerol, monoacilglicerol, glicerol e acidos
graxos, atuando numa interface entre a fase organica e a fase aquosa. No entanto, em baixas
concentracfes de agua, as lipases podem catalisar a sintese e a transesterificacdo de ésteres
(ANGKAWIDJAJA; KANAYA, 2006). Essa definicdo exclui as enzimas que agem em
ésteres sollveis em agua (esterases) ou que hidrolisam outros lipideos (acil-hidrolase,
colesteolesterase, tioesterases e outras) (CARVALHO et al., 2003).

Embora o termo “cadeia longa” ndo tenha um significado estritamente definido, ¢
considerado para as lipases um comprimento de cadeia acilica com numero maior ou igual a
10 atomos de carbono, sendo o triacilglicerol seu substrato padrdo (JAEGER; DIJKSTRA,
REETZ, 1999).

Ao se utilizar lipases como biocatalisadores é preciso levar em consideracdo algumas
caracteristicas de seu mecanismo de acdo. Varios estudos tém revelado duas diferentes
conformacdes das lipases (ERICSSON; KASRAYAN; JOHANSSON, 2008; SANDSTRON
et al., 2012). Uma onde 0 acesso ao sitio ativo da enzima esta fechado por um oligo-peptideo
hidrofobico, chamado de lid ou tampa, que cobre a entrada do sitio ativo deixando-o

completamente isolado do meio de reagédo (lipase inativa) e a segunda conformacao ocorre
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quando h& ligacdo do substrato na superficie da enzima; esta tampa é deslocada, alterando a
forma fechada da enzima para a forma aberta, deixando o sitio acessivel. Ao mesmo tempo, a
enzima expde uma larga superficie de carater hidrofobico, o que facilita sua ligacdo a
interface. Nesta conformacao a lipase € considerada ativa. Este fendmeno é conhecido como
“ativacdo interfacial” (BUCHHOLZ; KASCHE; BORNSCHEUER, 2005). Logo as lipases
preferencialmente atuam em interfaces dgua-0leo ou &gua-solvente orgénico, € a “ativagdo
interfacial”, relaciona o aumento da atividade da lipase em fun¢do de substratos insoltveis

(SHARMA,; CHISTI; BANERJEE, 2001).

As lipases sdo enzimas de grande importancia fisiolégica na metabolizacdo de
lipideos, e possuem consideravel potencial industrial em diversos setores da economia
(SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001).

As enzimas lipoliticas estdo atraindo grande atencdo devido ao seu potencial
biotecnoldgico. AplicacGes promissoras de lipase sdo encontradas em processos 0rganicos,
formulacdo de detergentes, sinteses de biossurfactantes, industrias oleoquimica, industria de
laticinios, industria agroguimica, manufatura de papel, inddstrias de nutricdo, cosméticos e
processos farmacéuticos (SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001).

As lipases podem ser encontradas em animais, vegetais e micro-organismos, mas a
maioria das lipases usadas em aplicacdes biotecnolédgicas é de origem microbiana, extraidas
de fungos e bactérias, devido a enorme versatilidade desses micro-organismos e maior
estabilidade das lipases obtidas (ARPIGNY; JAEGER, 1999; KAPOOR; GUPTA, 2012).

Diversos pesquisadores tém realizado o isolamento e selegdo de micro-organismos
produtores de lipases das mais variadas fontes, dentre bactérias, fungos e leveduras
(GONGALVES, 2007).

Ha uma diversidade de lipases que vém sendo produzidas por cultura submersa ou
métodos de fermentacdo no estado solido usando varias espécies de micro-organismos, tais
como as lipases fangicas de Aspergillus niger, Aspergillus mucor, Rhizopus penicillium,
leveduras como Candida rugosa, Candida antarctica, Tulopis sp. e lipases bacterianas como
as de Burkholderia cepacia, Pseudomonas fluorescens (DALLA-VECCHIA,;
NASCIMENTO; SOLDI, 2004).
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4.4. Proteases

As proteases podem ser conhecidas como proteinases, enzimas proteoliticas ou
simplesmente peptidases, nome este que é sugerido pela Unido Internacional de Bioguimica e
Biologia Molecular, Comité de Classificacdo de Enzimas (RAWLINGNS; BARRETT;
BATEMAN, 2011).

De acordo com este Comité, as proteases sdo enzimas que pertencem a classe 3
(hidrolases) e a subclasse 4 (peptidases). As proteases sao classificadas como um subgrupo
das hidrolases e a sua nomenclatura € feita segundo o tipo de reacdo catalisada, a natureza
quimica do sitio catalitico e de acordo com sua estrutura (VERMELHO et al., 2008). Dessa
maneira as enzimas proteoliticas podem ser subdivididas em exopeptidases e endopeptidases,
dependendo de seu sitio de acdo, ou seja, clivando peptideos terminais (C- e N-terminal) ou

aqueles distantes dos terminais dos substratos, respectivamente (RAO et al, 1998).

As proteases ainda podem ser divididas conforme seus residuos nos centros cataliticos
em seis classes principais: as aspartil proteases, serino proteases, treonino proteases, cisteino
proteases, glutamil proteases e metalo proteases (RAWLINGS; MORTON; BARRETT,
2006).

Enzimas proteoliticas desempenham um papel importante no metabolismo de quase
todos os organismos (plantas, animais, fungos, bactérias e virus). Elas executam uma
variedade de funcGes fisioldgicas complexas. Sua importancia em conduzir o metabolismo
essencial e as funcbes regulatorias se torna evidente a partir de sua ocorréncia em todos 0s
organismos. Essas proteinas tem papel critico em muitos processos fisioldgicos e patoldgicos,
como catabolismo de proteinas, coagulacdo do sangue, crescimento e migracdo celular,
crescimento de tumores e metastases e transporte e secrecdo de proteinas através da
membrana. (RAO et al.; 1998)

As enzimas proteoliticas foram as primeiras com aplicacdo tecnoldgica, pois ja na
antiguidade as proteases foram utilizadas na preparacéo de queijos e no tratamento de couros
(VERMELHO et al.; 2008). As proteases tiveram sua aplicagdo ampliada como catalisadores
industriais nos ultimos anos por oferecerem diversas vantagens em detrimento dos
catalisadores quimicos convencionais. Dentre as caracteristicas vantajosas que apresentam

encontram-se: a alta atividade catalitica, alto grau de especificidade pelo substrato, podem ser
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produzidas em larga escala, sdo economicamente vidveis e biodegradaveis, reduzindo assim,
também a poluicdo ambiental (ESPOSITO, 2006).

As plantas, os animais e 0s micro-organismos sdo as principais fontes de obtencéo de
enzimas proteoliticas. As proteases originarias de plantas sdo dependentes de alguns fatores,
como a disponibilidade de uma grande &rea para cultivo e as condi¢fes climaticas para o
6timo crescimento. Além disto, o processo de obtencdo é bastante demorado devido ao
periodo de espera para o total desenvolvimento de uma planta sadia. Em contrapartida as
proteases origindrias de animais sdo preparadas em grandes quantidades. Sua producéo
geralmente depende da disponibilidade de gado para o abate, o que acaba tornando o processo
bastante laborioso (RAO et al., 1998).

As proteases representam cerca de 60% do mercado industrial de enzimas, sendo
extensamente usadas na industria de detergentes, de cervejas, de couros, farmacéutica e
alimenticia como, por exemplo, na coagulacdo do leite para producdo de queijo. Proteases
microbianas, principalmente flngicas apresentam vantagens como a facil obtencdo e
recuperacdo (KUMAR et al., 2005). A demanda industrial por enzimas proteoliticas que
apresentem estabilidade e especificidade a fatores como: pH, temperatura, ions metalicos,
surfactantes e solventes organicos; estimula a busca por novas enzimas (KAMOUN et al.,
2008).

As proteases microbianas podem ser produzidas a partir de bactérias, fungos
filamentosos e leveduras, utilizando processos de fermentacdo em estado solido e submersa,
sendo este Gltimo o principal processo industrial de producdo em larga escala das proteases
(KAUR et al., 2001).

O interesse na producdo de peptidases, em altas concentracdes e baixo custo, é devido
a sua grande importancia no mercado mundial de enzimas e também a sua ampla
aplicabilidade (Tabela 3).
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Tabela 3. Aplicacfes industriais das proteases obtidas por micro-organismos, suas aplicacdes
e estudos onde foram utilizadas.

Setor Proteases  Micro-organismos Possiveis aplicagdes Fonte

Agentes
imunoterapéuticos, KUMAR;
Aspergillus niger  remocédo de manchas e TAKAGI, 1999.
LCF9. queloides, tratamentos SUKHOSYROVA
de queimadurase  etal., 2003.
Ulcera.

Remocéo de calosidade
Inddstria humana, tratamento da BON;
farmacéutica Queratinases - acne, psoriase e VERMELHO,
micoses causadas por 2004.
fungos dermatdfitos.

Tratamento de
queimaduras

Colagenases

Elastases Bacillus subtilis urulentas, edemas KUMAR;
316 M. Py : ' TAKAGI, 1999.
furdnculos e abscessos
profundos.
Industria ~ Colagenases i Cremes esfoliantese GUPTA et al.,
cosmética  Queratinases pomadas. 2002.
Bacillus subtilis,
A Graphium Remocao de residuos RAO et al., 1998;
Industria de  Proteases em L )
putredinis, de alimentos, sangue, SAVITHA etal.,
Saneantes geral . o .
Trichoderma secrecOes corporais.  2011.
harzianum.
RAI;
_— Thermoactinomyces Reducdo da poluicdo MUKHERJEE,
Industria do . . : .
Couro Queratinases sp., Bacillus ambiental e melhoria  2009.
subtilis. da qualidade do couro. VERMA etal.,
2011;

Hidrolise limitada do
glaten para
melhoramento no
Aspergillus oryzae  preparo de massade RAO etal., 1998.
péo, produgéo de
queijos a partir da
coagulagdo do leite.

IndUstria de  Proteases em
Alimentos geral

Diante das inimeras vantagens do uso das enzimas, muitas pesquisas vém sendo
realizadas no sentido de promover a busca de novas enzimas, e viabilizar o processo de
producdo destas em escala industrial, principalmente no que diz respeito ao custo de sua

aplicacéo.
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Assim, o estudo utilizando a bioprospecgdo, e bactérias produtoras de enzimas
isoladas do solo do Cerrado, permite o acesso a biodiversidade deste bioma, sendo uma
abordagem que podera fornecer dados bioldgicos e bioquimicos importantes para futuras

aplicacdes nas diversas areas da biotecnologia.
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OBJETIVOS

Obijetivos Gerais

- lIsolar, caracterizar e selecionar bactérias produtoras de enzimas bem como avaliar a

diversidade bacteriana em solo do Cerrado do Campus Anapolis de Ciéncias Exatas e
Tecnoldgicas CCET/UEG.

- Caracterizar a producdo de protease e identificar bactérias isoladas do solo do Cerrado do

Campus Anépolis de Ciéncias Exatas e Tecnologicas CCET/UEG, em dois meios de cultivo.

Obijetivos Especificos

Capitulo 1

Realizar a analise fisico-quimica do solo do Cerrado do CCET/UEG;
Promover a contagem de bactérias vidveis do solo do Cerrado do CCET/UEG;

Isolar e selecionar bactérias produtoras de lipases, celulases, proteases e
solubilizadoras de fosfato do solo do Cerrado do CCET/UEG, em meios semi-

seletivos;

Realizar a caracterizacdo morfoldgica das bactérias isoladas do solo do Cerrado do
CCET/UEG;

Testar a atividade enzimatica por analise semi-quantitativa para as enzimas lipases,
celulases, proteases e de solubilizacdo de fosfato para as bactérias isoladas

selecionadas nas etapas anteriores;

Analisar a similaridade das bactérias selecionadas utilizando os dados morfolégicos e

bioquimicos;

Calcular o indice de diversidade das bactérias cultivaveis selecionadas da amostra de
solo do Cerrado do CCET/UEG.

Capitulo 2

Selecgdo de bactérias isoladas do solo do Cerrado do CCET/UEG com alta produgéo de

protease;
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Avaliar o crescimento e a producéo de proteinas totais das bactérias selecionadas em
caldo nutriente e caldo leite;

Analisar o perfil proteico em gel de eletroforese SDS-PAGE das amostras cultivadas
em caldo leite e caldo nutriente;

Determinar a atividade proteolitica das enzimas exudadas pelas bactérias selecionadas
no caldo leite.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

Enzimas de origem microbiana sdo utilizadas em varios setores industriais sendo que o
mercado mundial destes produtos alcancou U$ 50 bilhdes em 2009 e h& a estimativa de
alcangar U$ 70 bilhdes em 2015. O grande desafio do setor industrial reside na substituicdo de
tecnologias convencionais por processos mais sustentaveis gerando produtos mais eficientes e
competitivos economicamente. Assim, as enzimas microbianas tém se mostrado uma
alternativa viavel e vém ganhando mercado, substituindo a catélise quimica convencional em
muitos processos industriais (VERMELHO et al., 2013).

Atualmente o Brasil importa cerca de 95% do total de enzimas utilizadas nas
inddstrias brasileiras. Sua participagdo no desenvolvimento da tecnologia enzimatica nacional
ainda é incipiente, com menos de 2%. Assim, h4 uma demanda de fontes bioldgicas que
possam produzir enzimas como as proteases, celulase e lipases, para serem utilizadas no
desenvolvimento de tecnologia nacional, diminuindo assim, a dependéncia do pais em relacédo

a empresas multinacionais de biotecnologia neste setor (RAO et al., 1998).

Aproximadamente 90% das enzimas aplicadas industrialmente sdo de origem
microbiana (GODFREY; WEST, 1996), e as enzimas mais empregadas sdo as enzimas da
classe das hidrolases extracelulares como proteases, celulases, lipases e amilases (OLIVEIRA,
A. et. al., 2006). Esta classe de enzimas apresenta vantagens por nao serem dependentes de
cofatores para sua atividade, permitindo sua aplicacdo em grande variedade de condicdes
(QUAX, 2013). Por isso, vém sendo utilizadas no desenvolvimento de metodologias
analiticas, na fabricacdo de produtos tecnoldgicos, no tratamento de residuos, nas inddstrias
téxteis, de detergentes, alimenticia, de papel, e de couro (ITOH et al.,, 1990; NIELSEN;
OXENBOLL, 1998; KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002).

Devido a sua vasta aplicacdo nesses setores industriais, assim como no campo
farmacéutico, as proteases formam o grupo mais estudado das hidrolases (OLIVEIRA A, et.
al., 2006). Ja as amilases, lipases e celulases, comumente utilizadas na industria de amido,
detergente e téxtil, representam o segundo maior grupo de enzimas (GHORBEL; KAMOUN;
NASRI, 2003).
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As bactérias participantes do processo de solubilizacdo de fosfato inorganico podem
atuar de dois modos principais: por exudacdo de enzimas ou de compostos que atuem na
liberacdo do fosfato ligado (BARROSO, 2006). Assim, hd uma demanda no isolamento e
identificacdo de micro-organismos com esta capacidade, para serem utilizadas na agricultura
como biofertilizantes através da inoculacdo de sementes bem como na biorremediacdo de
fosfato em solos e aguas (DE-POLLLI, et al., 1996).

Os micro-organismos do solo representam uma excelente fonte de enzimas devido a
sua ampla diversidade bioquimica, por apresentarem rapido crescimento e pelo fato de que em
geral, seus substratos para crescimento sdo relativamente baratos (TUBESHA; AL-
DELAIMY, 2003; YU; CHOU, 2005). As bactérias tém sido amplamente empregadas como
produtoras de diferentes substancias de interesse econémico como as enzimas. Geralmente as
enzimas produzidas pelas bactérias sdo extracelulares, o que facilita o processo de

recuperacdo do meio de fermentacdo (GERMANO et al., 2003).

As enzimas de origem microbiana possuem muitas vantagens sobre as equivalentes de
origem animal ou vegetal, como 0 menor custo de producdo, a possibilidade de producdo em
larga escala em fermentadores industriais, além de oferecer um amplo espectro de
caracteristicas fisico-quimicas (MANFIO; LEMOS, 2003). Apesar disso, enzimas com 0
mesmo perfil de atuacdo sobre o substrato podem apresentar funcionamento 6timo em pH,
temperatura e concentragdo idnica diferentes, o que requer a triagem de enzimas adequadas as
condicdes nas quais serdo utilizadas. Portanto, a identificacdo de novas fontes microbianas é
de interesse estratégico, pois além de garantir o suprimento de enzimas aos mais variados
processos industriais, tornam possivel o desenvolvimento de novos sistemas enzimaticos que

ndo podem ser obtidos de plantas ou animais (ALVES, et al., 2002).

Neste trabalho foram isoladas, caracterizadas e selecionadas bactérias produtoras das
enzimas proteases, lipases e celulases, e ainda bactérias solubilizadoras de fosfato, sendo
tambem determinada a similaridades entre as bactérias e sua diversidade em solo de Cerrado
do Campus Anapolis de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas CCET/UEG. Esta ¢ a etapa inicial
para identificacdo de bactérias promissoras para serem utilizadas como novos recursos

biotecnoldgicos oriundos da biodiversidade do solo do Cerrado goiano.
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METODOLOGIA

1. Coleta do solo.

Em outubro de 2013, o material de estudo foi coletado na reserva ecoldgica do
Campus Anépolis de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas da Universidade Estadual de Goiés -
CCET/UEG no municipio de Anépolis - Goias (Latitude: -16° 23° 0.4194°” Longitude: -48°
56’ 37.7874”) (Figura 2). Foram coletadas 200 g de solo em cinco pontos distintos de uma
regido de 5 m2 a partir dos primeiros 10 cm da superficie do solo. Posteriormente essas foram
transferidas para um frasco estéril (pool das amostras) e foram acondicionadas a 4 °C
seguindo metodologia descrita por Castilho et al. (2006), a metade das amostras foram

utilizadas nas analises fisico-quimicas e a outra metade para as analises microbioldgicas.

Figura 2. Imagem de satélite do local de amostragem do solo.

Campus Anapolis
de Ciéncias Exatas
e Tecnoldgicas
CCET/UEG

Local de coleta

Fonte: Google Earth - Maps, 2013 Adaptado.
2. Andlise fisico-quimica do solo.

Apdbs serem secas e peneiradas, as amostras de solo foram analisadas no Laboratorio
Solocria Analises de Solo - Goiania - GO, para determinagdo do contetdo de carbono (C),
boro (B), enxofre (S), sédio (Na), célcio (Ca), magnésio (Mg), cobre (Cu), zinco (Zn), ferro
(Fe), manganés (Mn), aluminio (Al), potassio (K), aluminio + hidrogénio (H + Al), fosforo

(P), nitrogénio (N) determinacdo do pH, teor de matéria organica (M.0O.), soma das bases
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intercambidveis, capacidade de troca cationica a pH 7,0 (C.T.C.), porcentagem de saturacdo
por bases (V%) e a textura do solo a partir da anélise granulométrica (Tabela 4).

Tabela 4. Andlise Fisico-quimica do solo coletado na reserva ecolégica do CCET/UEG.

Identificacioda )1 03 Mg Al H+Al K P K Cu 2Zn Fe Mn B Na S

amostra
CaCl, -—---—--—--- cmol/dm3 mg/dm3
51 59 16 01 45 02 30 79 11 41 152 30,2 0,2 12,0 8,7
Pool das Somadas C.T.C. Sat. Bases .
Amostras Bases pH 7.0 (V%) N C M.O. Granulometria
Argila . Areia
_____ B 0 0, — 3
cmol/dm % % g/dm okg Silte g/kg o/kg
7,7 12,2 63,1 04 41,8 72,0 280 80 640

Aluminio (Al), boro (B), célcio (Ca), carbono (C), Cloreto de calcio (CaCl,), capacidade de troca catidnica a pH
7,0 (C.T.C.), cobre (Cu), enxofre (S), ferro (Fe), fésforo (P), hidrogénio + aluminio (H + Al), magnésio (Mg),
manganés (Mn), matéria organica (M.O.), nitrogénio (N), porcentagem de saturacdo por bases (V%), potéssio
(K), potencial hidrogeniénico (pH), sédio (Na), zinco (Zn).

3. Contagem e detecgdo de bactérias com potencial biotecnoldgico.

A contagem do numero de unidades formadoras de colbnias de bactérias (UFC)
presentes no solo coletado e a deteccdo de bactérias com potencial biotecnoldgico foi
determinada pela metodologia descrita por Ddbereiner, Baldani e Baldani (1995). Das
amostras de solo (pool das 5 amostras coletadas) foram pesados 10 g do solo que em seguida
foram adicionados em um Erlenmeyer estéril de 250 mL com 90 mL de solucéo salina 0,85%
estéril e homogeneizados em mesa agitadora (TE-4200, Tecnal®) do tipo “shaker” a 150 rpm
por 30 minutos. A partir dessa mistura (solo + solucdo salina) foi retirada 1 mL para a
realizacio das diluicBes seriadas de 102 a 10”" em tubos de ensaio contendo 9 mL de solugdo
salina 0,85% estéril. Uma aliquota de 100 uL foi retirada dos tubos de diluicdo seriada e foi
inoculada em placas de Petri com meio nutriente sélido (para contagem de bactérias totais
viaveis), BDAact (batata dextrose agar - para contagem de Actinomicetos), meio leite sélido
(para deteccdo de bactérias produtoras de proteases), meio tween solido (para deteccdo de
bactérias produtoras de lipases) e meio Pikovskaya’s solido, para deteccdo de bactérias
solubilizadoras de fosfato insollvel. As composi¢cdes dos diferentes meios de cultura
utilizados estdo descritos no Anexo. As placas inoculadas como as amostras foram incubadas

em camara de germinagéo (TE-401, Tecnal®) a 30 °C por um periodo de 72 horas.

A inibicdo de crescimento de fungos nos meios de contagem de bactérias, foi dada
através da adicdo de 150 pL de cetoconazol (20 mg mL™) para cada 100 mL de meio de
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cultura.

A contagem das coldnias foi feita a cada 24 horas de incubacao utilizando o contador
de coldnias CP 600 Plus (Phoenix Luferco), juntamente com a observacdo da presenca de
halos nos meios de deteccdo de enzimas e solubilizacdo de fosfato. A quantidade de unidades
formadoras de colonias (UFC) foi determinada segundo Ddbereiner, Baldani e Baldani
(1995).

4. Selecdo, purificacdo e manutencéo das bactérias.

A partir das placas de contagem foram selecionadas as coldnias de bactérias que
apresentarem halos enzimaticos (producédo de enzimas), halos de solubilizacdo de fosfato e as
bactérias que apresentaram caracteristicas macroscopicas singulares. Das colbnias
selecionadas foi realizada uma etapa de isolamento e purificacdo por meio da técnica de

esgotamento com alca de platina em placas contendo os meios de origem descritos acima.

As bactérias isoladas foram incubadas em 10 mL de meio caldo nutriente (Anexo) em
mesa agitadora tipo shaker a 150 rpm por 48 horas a 30 °C. Apo6s o periodo de incubagéo as
culturas foram centrifugadas (minispin plus Eppendorf®) em microtubos a 13.000 rpm por 2
minutos, seguida do descarte do sobrenadante e com o acréscimo de glicerol (30%) estéril

sendo armazenadas em freezer a -80 °C (MDF-U56VC, Sayno®), para posterior utilizagéo.
5. Caracterizacdo morfoldgica das colénias isoladas.

A anélise foi conduzida quanto as caracteristicas das coldnias em placa de Petri com
agar nutriente (Anexo) por 72 horas a 30 °C, conforme Hungria e Silva (2011). Os aspectos
considerados foram: velocidade do crescimento (muito rapido — menor que 24 horas — ou
rapido — entre 1 a 3 dias); tamanho (didmetro das colonias classificadas em pequenas — menor
que 2 mm , médias — maior ou igual a 2 mm e menor que 3 mm , e grandes — maior ou igual a
3 mm); forma (puntiforme, circular ou irregular); elevacdo (plana, lenticular ou convexa);
borda (plana, ondulada ou denteada); superficie (lisa, rugosa ou papilada); produgdo de muco
(escassa, pouca, moderada ou abundante); consisténcia da massa de crescimento (seca,
aquosa, gomosa, elastica, butirica); detalhes Opticos (transparente, translicido, opaco) e

pigmentacdo da colbnia (creme, alaranjado, amarelo e rosa).
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6. Teste de atividade enzimética e de solubiliza¢io de fosfato inorgénico.

Os testes enzimaticos foram realizados segundo a metodologia descrita por Dingle;
Reid; Salomons (1953) modificada. Os isolados com potencial de producdo de enzimas e de
solubilizacdo de fosfato que foram selecionados previamente no teste de detec¢édo de bactérias
com potencial biotecnoldgico foram inoculados nos meios de inducdo com a finalidade de
estimular a producéo de enzimas e realizar a solubiliza¢éo de fosfato inorganico. Os isolados
selecionados foram testados individualmente em todos os meios semi-seletivos para a
deteccdo da secrecdo de enzimas (proteases, celulases e lipases) e para solubilizacdo de

fosfato inorgéanico.

Os meios soélidos utilizados para avaliacdo da producdo enzimatica foram: meio leite
(proteases), meio CMC (celulases) e tween (lipases) estes foram ajustados para pH 7,0
(Anexo). Para a solubilizacdo de fosfato foi utilizado o0s meios Pikovskaya’s
(PIKOVSKAYA, 1948) e NBRI-P (NAUTIYAL, 1999), ambos ajustados para pH 7,0
(Anexo).

Foram empregados 20 pL das culturas bacterianas crescidas por 24 horas em meio

nutriente liquido sob agitacdo a 150 rpm e temperatura de 30 °C para todos os testes.

A formagdo de um halo claro ao redor das colonias, foi observada e avaliada com 5
dias para o meio contendo tween 80, 3 dias para os meios contendo leite desnatado, 7 dias
para 0 meio contendo carboximetilcelulose e para 0 meio Pikovskaya’s e com 15 dias para o
meio NBRI-P.

Foram feitas as avaliagdes dos halos pela medida do diametro da coldnia e do halo
com paquimetro em milimetros (Vernier Caliper® 150 x 0,05 mm). Foram calculados os
indices de solubilizagdo (IS) e indice enzimatico (IE) utilizado a raz&o entre as medidas dos
didmetros das coldnias sobre as dos halos observados para cada isolado (HANKIN,
ANAGNOSTAKIS, 1975). As bactérias que nao formaram halo foram consideradas negativas
para os testes. Desta forma, aqueles isolados que apresentarem um indice de solubilidade
maior possui consequentemente uma atividade enzimatica elevada no meio avaliado. Com
base nesses indices, as bactérias foram classificadas como estirpes com baixa (IS < 2), média
(2 < IS < 4) ¢ alta solubilizagdo (IS > 4) para os testes de solubilizacdo de fosfato inorganico
(HARA; OLIVEIRA, 2005). Ja para os testes de degradacdo de proteinas, lipidios e
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carboximetilcelulose foram considerados como bons degradadores 0s que apresentaram indice
enzimético (IE) > 2 (LEALEM; GASHE, 1994).

Para uma melhor visualizacdo dos halos de celulases utilizou-se a técnica de revelacéo
por vermelho congo 0,1%, seguida da lavagem com NaCl 1 mol L* (TEATHER; WOOD,
1982). A visualizacdo dos halos de lipase foi melhorada apés armazenar as placas por 48
horas em geladeira a 4 °C evidenciando assim a presenca de cristais de sais de calcio do &cido

laurico, liberados ao redor das coldnias, formando um halo (ANDERSON, 1939).
7. Teste de capacidade de crescimento em meio livre de nitrogénio.

Este teste é relacionado a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico pelas bactérias
em meio de cultura livre deste nutriente (TEIXEIRA; MELO; VIEIRA, 2005). As col6nias
foram inoculadas em caldo nutriente, incubadas em agitador a 150 rpm, a 30 °C por 24 horas.
Apdbs apresentarem crescimento positivo, 20 pL foram inoculados em frascos ampola
contendo aproximadamente 4 mL de meio de cultura semi-solido NFB (DOBEREINER;
BALDANI; BALDANI, 1995) livre de nitrogénio e o resultado foi observado em
aproximadamente 48 horas. A formacdo de halo caracteristico na superficie do meio de
cultura foi indicativa de que as bactérias realizaram a FBN, e as bactérias que nao
apresentaram o halo caracteristico foram consideradas negativas para esta caracteristica
(KUSS, et al., 2007)

8. Analise de dados

Apds a analise morfofisioldgica dos isolados, foi construida uma matriz binaria, com
os dados obtidos das caracteristicas morfoldgicas das colénias isoladas, da capacidade de
producdo de enzimas, de solubilizacdo de fosfato e do crescimento em meio livre de
nitrogénio. Foram atribuidos os valores numéricos quanto as caracteristicas morfolégicas e
bioquimicas (enzimas), onde na presenca de determinada caracteristica foi atribuido o valor
“1” e na sua auséncia o valor “0”. Os isolados foram agrupados pelo método das médias das
distancias por UPGMA (Unweighted Pair Group Method With Arithmetic Mean). Os valores
gerados para cada isolado foram comparados e suas semelhancas estimadas pelo coeficiente
de Jaccard, onde J= a/(n-d), sendo “a” o numero de combinagdes com a presenca dos
fragmentos, menos as combinag¢des de auséncia dos fragmentos, “d” ¢ o numero de

combinagdes de auséncia de fragmentos ¢ “n” ¢ o numero de combinagdes possiveis. Para

estas analises foi utilizado o software NTSYSpc® (versdo 2.02i, 1986-1998 Applied
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Biostatistcs) que gerou um dendrograma de similaridade entre as bactérias analisadas,
permitindo avaliar a diversidade dos isolados (ROHLF, 1992). A partir da construcdo do
dendrograma, foram determinados grupos, e estes foram considerados como unidades

taxonémicas operacionais (OTU).
9. Avaliacéo da diversidade pelo indice de Shannon-Weaver.

A partir da analise dos dados obtidos no dendrograma foi determinada a riqueza de
espéecies (S), representada pelo numero de unidades taxonémicas operacionais (OTU)

constituidas por cada um dos agrupamentos a partir das caracteristicas morfofisiologicas.

A diversidade de espécies foi avaliada utilizado o programa BioDiversity Pro ver. 2
(MCALEECE et al., 1997), mediante o calculo do indice de Shanon-Weaver através da

seguinte formula:
H' = Zp:‘ln (pi)
i=1

Onde: H’ é o indice de diversidade de Shanon-Weaver e pi € 0 nimero de individuos

de uma dada espécie, dividido pelo nimero total de espécies observadas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Analise fisico-quimica do solo.

As amostras de solo coletadas na reserva ecoldgica do Campus Anapolis de Ciéncias
Exatas e Tecnologicas da Universidade Estadual de Goids - CCET/UEG apresentam uma
textura média, ou seja, teor de argila inferior a 35% e um teor de areia superior a 15% (Tabela
4) (BATISTA; PAIVA; MARCOLINO, 2014). As amostras de solos da regido coletada
apresentam uma boa fertilidade, ou seja, eutréfico sendo a saturacdo de bases (V%) maior ou

igual a 50%, além disso, foi observada uma baixa concentracdo de aluminio (Tabela 4).

A andlise do pH na amostra (Tabela 4), apresentou em média valor de 5,1 sendo
considerado um solo &cido estando de acordo com as caracteristicas gerais dos solos de
Cerrado (OLIVEIRA et al., 2005; EMBRAPA, 2006). Os solos sdo &cidos devido a pobreza
de cétions basicos como calcio (Ca), magnésio (Mg), potassio (K) e sodio (Na) no material de
origem ou a processos pedogenéticos que favorecem a perda dos mesmos. (RAIJ, 1991).
Desta maneira, quanto menos a capacidade de troca de cations for ocupada por cétions
béasicos, mais &cido sera o solo (RAIJ, 1991).

A matéria organica do solo ¢ resultante, em grande parte, da decomposicao de residuos
de origem animal e principalmente vegetal, ndo tendo, portanto, relacdo com o material de
origem do solo. Parte do carbono existente nos residuos € liberada para a atmosfera na forma
de dioxido de carbono e o restante passa a fazer parte da matéria organica como um
componente do solo (SANTOS; CARMARGO, 1999).

De acordo com Cuevas e Medina (1986), a quantidade e a qualidade de nutrientes
fornecidos ao solo pela deposicdo da serapilheira s@o variaveis, sendo dependente,
principalmente, das espécies que compdem a formacdo florestal e da disponibilidade de
nutrientes no solo. Nos fragmentos florestais a quantidade da serapilheira costuma ser maior
guando se compara a fragmentos ndo florestais ou de menor densidade arbérea levando a um
maior acimulo de matéria organica na superficie (TOGNON; DEMATTE; DEMATTE,
1998).

O alto teor de matéria organica no solo coletado na reserva ecoldgica do Campus
Anépolis de Ciéncias Exatas e Tecnoldgica da Universidade Estadual de Goias - CCET/UEG

pode ser explicado pela deposicéo de serapilheira no periodo de coleta das amostras. Segundo
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Rodrigues et al. (2000); Vital et al. (2004) e Silva et al. (2007) a maior producdo de
serapilheira registrada foi nos periodos de seca e de altas temperaturas.

De maneira geral os solos do Cerrado possuem baixas saturacdes por bases e altos
teores de aluminio e algumas vezes de ferro e manganés, baixos teores de fosforo, célcio e
magnésio. Quase sempre apresentam solos deficientes em micronutrientes, principalmente
zinco. Sao pobres em matéria organica com baixa capacidade de troca e saturacdo de bases
(OLIVEIRA et al., 2005). Pelos dados obtidos o solo amostrado apresentou uma alta
saturacdo de bases, baixa concentracdo de aluminio, alta concentracdo de micronutrientes (Cu,
Fe, Mn e Zn) com excecdo do boro que teve uma baixa concentragdo. Além disso apresentou
alta concentracdo de matéria orgénica diferindo parcialmente do proposto por Oliveira et al.
(2005).

2. Deteccdo e contagem de bactérias com potencial biotecnoldgico.

Pela contagem o numero de bactérias viaveis da amostra coletada foi em média de 9,2
x 10° UFC g de solo. Ja a contagem no meio seletivo para actinobactérias (BDAact) foi de
7,7 x 10° UFC g™ e no meio de inducéo para producdo de lipase (tween) foi de 3,0 x 10° UFC
g™. A contagem nos meios seletivos para deteccéo de bactérias produtoras de protease (meio
leite) e para solubilizacéo de fosfato (meio Pikovskaya’s) foram respectivamente de 2,8 e 1,4
x 10° UFC g™ (Tabela 5). Sendo que dos valores obtidos a maior contagem observada foi para
0 meio de lipase quando comparado com os demais meios especificos para a producdo de

enzimas (Tabela 5).

Tabela 5. Contagem de bactérias nos diferentes meios de cultura a partir da amostra de solo
coletada na reserva ecologica do CCET/UEG.

Meio de Contagem em 72 horas

cultura UFCg" Desv. pad.
NA 9,2 x 10° 1,25
BDAact 7,7x 10° 5,41
Leite 2,8x10° 5,80
Tween 80 3,0 x 10° 3,70
Pikovskaya’s 1,4 x 10° 4,76

*Meédia das triplicatas, NA - Meio nutriente 4gar, BDAact - Batata dextrose agar para actinobactérias.

A contagem de micro-organismos do solo em placas de Petri mostra apenas uma parte
da comunidade real existente neste ambiente, sendo considera a microbiota cultivavel
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Devido ao fato de haver uma grande diversidade de micro-
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organismos no solo, diferentes procedimentos podem ser utilizados para aperfeicoar o
crescimento microbiano e revelar maior nimero de espécies. Portanto, as condi¢des de
cultivo, como por exemplo, 0 meio de cultura, a temperatura e o periodo de incubacdo devem
ser escolhidas com cuidado (SORHEIM; TORSVIK; GOKSOYR, 1989).

No trabalho de Andersen e Hirichsen (1995) foi determinado o nimero de unidades
formadoras de colénias (UFC) de bactérias de solo em placas de Petri, utilizando o meio PCA
(plate count agar), sendo incubadas por 5 dias a temperatura de 20 °C. J& Cattelan e Vidor
(1990) empregaram a temperatura de 28 °C e o periodo de incubacdo de 7 dias em meio
Thorton para também realizarem a contagem de UFC. Temperaturas mais elevadas, de 30 °C,
foram utilizadas por Barroti e Nahas (2000), em meio Bunt & Rovira por um periodo de
incubacdo de 24 horas e no trabalho de Pereira-Junior (2013) o numero de UFC foi
determinado em meio nutriente agar (NA) e incubado a 35 °C por 24 horas. Por ndo haver
uma uniformidade dos parametros de contagem, neste trabalho foi utilizada uma condicédo
intermediaria sendo realizada em meio NA e temperatura de 30 °C por 72 horas, e 0S
resultados obtidos ndo apresentaram grande variabilidade quanto a UFC observado em solos

de Cerrado.

Melloni et al. (2001) avaliando as caracteristicas bioldgicas de solos de mata ciliar e
de campo de Cerrado, observaram que o nimero médio de propéagulos vidveis por grama de
solo seco foi de 10° a 10" para bactérias e 10* a 10° para micro-organismos solubilizadores de
fosfato. Sendo que, pelas avaliacdes das contagens na amostra de solo da reserva ecoldgica da
UEG, foram observados valores semelhantes para contagem de bactérias totais e micro-
organismos solubilizadores de fosfato. Ja para a contagem de actinobactérias os valores
obtidos (10° UFC g™) foram semelhantes aos de Pereira e colaboradores (1999) em amostras

de solo de Cerrado.

Arifuzzaman e colaboradores (2010) discutem que a concentracdo microbiana do solo
varia com a localizagdo geografica, temperatura, tipo do solo, pH, concentracdo de matéria
organica e umidade. Assim & possivel que em um mesmo Bioma possa haver diferencas
guanto ao numero total de bactérias, como foi observado por Andrade e colaboradores (2010),
que registraram a contagem de 2,0 x 10° para bactérias totais em amostras de solo de uma
regido do Cerrado situado no Rio Paranaiba, MG. Sendo esta menor do que a obtida nas

amostras avaliadas (Tabela 5)
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As populagdes de bactérias proteoliticas do solo retirado da reserva ecoldgica da UEG
ficaram em torno de 2,8 x 10° UFC g™. Estes niimeros sdo proximos aos obtidos por Nahas e
Sanomiya (2003).

3. Isolamento, sele¢do e purificacdo das bactérias

A partir das contagens dos micro-organismos nos diferentes meios foram coletadas
aleatoriamente as col6nias bacterianas crescidas perfazendo um total de 100 isolados. Os
isolados receberam um codigo seguido de uma numeracdo sequencial conforme a sua origem.
Os isolados no meio nutriente foram nomeados com o prefixo ANA; os obtidos no meio leite
ALT, no meio Pikoviskaya’s APK, no meio Tween ALI e no meio BDAact ACT. Todas as
bactérias isoladas foram purificadas no meio de origem para evitar contaminagao e a presenca

de mais de um organismo nas amostras, sendo utilizado método de esgotamento em placa.

Foram isoladas e purificadas em placas um total de 100 bactérias sendo 50 em agar
nutriente, 12 bactérias no meio BDAact, 16 bactérias no meio leite, 10 bactérias no meio

Tween e 12 bactérias no meio Pikovskaya’s (Figura 3).

Figura 3. Quantidade de bactérias isoladas do solo da reserva ecologica CCET/UEG por meio

de cultura.
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Diversos autores enfatizam que, embora 0s avan¢os nos campos da genética, fisiologia
microbiana, biologia molecular e instrumentacdo tenham provocado grande impacto na
producdo de enzimas, a utilizagdo de screening visando a selecdo de micro-organismos com
habilidade de produzir bioativos continua a ser uma importante metodologia. Portanto, a
implementacdo de programas sistematicos de screening de micro-organismos, orientados por

alvos industriais bem definidos, possibilitaria novas oportunidades comerciais (STEELE;
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STOWERS, 1991; BULL; GOODFELLOW,; SLATER, 1992; BUZZINI; MARTINI, 2002,
OGAWA,; SHIMIZU, 2002; RUIZ; PASTOR; DIAZ, 2005).

Utilizando as metodologias descritas foi possivel estabelecer os alvos de estudo da
comunidade da microbiota do solo do Cerrado da reserva ecologica CCET/UEG, utilizando o
screening para a identificacdo e isolamento de bactérias com potencial de producdo de
enzimas. Esta abordagem permitiu a identificacdo posterior de isolados produtores de enzimas
com potencial de utilizacdo biotecnoldgica, indicando a efetividade da estratégia de estudo

utilizada.
4. Caracterizacdo morfoldgica das colonias.

Para as caracterizacBes morfologicas das col6nias foram selecionados os isolados de
crescimento réapido, pois o curto tempo de geragdo dos micro-organismos diminui o tempo de
producdo de enzimas, possibilitando sua producdo em larga escala, portanto foram
caracterizadas 73 bactérias que apresentaram esta caracteristica, das 100 inicialmente
isoladas. O critério de crescimento rapido foi estipulado para os isolados que apresentaram

crescimento em até 72 horas (Figura 4 e Tabela 6 em anexo).
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Figura 4: Representacdo porcentual das caracteristicas morfoldgicas de 73 isolados do solo da reserva ecologica do CCET/UEG, a partir das

colbnias crescidas em &gar nutriente a 30 °C, por 72 horas.
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Atraveés da analise da morfologia das col6nias (Figura 4 e em anexo na Tabela 6) foi
observado que a producgédo de muco foi considerada como escassa (58,90%), pouca (34,25%),
moderada (5,48%) ou abundante (1,37%). Ja quanto a consisténcia foram observadas colonias
gomosas (28,77%), aquosas (5,48%), viscosas (12,33%), butiricas (23,28%) ou secas
(30,14%) (Figura 4 em anexo na Tabela 6). Os tamanhos das col6nias foram variados, onde
34,36% dos isolados apresentaram didmetros menores que 2 mm (pequeno), 24,65% com
didmetro maior ou igual a 2 mm e menor que 3 mm (médio) e 41,09% com diametro da
col6nia maior ou igual a 3 mm (grande) (Figura 4 em anexo na Tabela 6). A média geral dos

didmetros das colonias dos 73 isolados foi de 2,82 mm (Tabela 6 em Anexo).

Quanto a forma da coldnia houve uma predominancia da forma circular (87,67%), e
pequena proporcdo de forma puntiforme (9,59%) sendo que somente duas colbnias se
apresentaram como irregular (2,74%). Pela avaliacdo da elevacdo 45,20% foram consideradas
planas; 28,77% lenticulares e 26,03% convexas (Figura 4 em anexo na Tabela 6). Na
observacao das bordas a maioria apresentou bordas inteira ou plana (91,78%), e poucas foram
consideradas ondulada (5,48%) ou denteada (2,74%). Quanto a superficie 73,97% foram lisas,
23,29% rugosas e 2,74% papiladas. Nos detalhes opticos as formas observadas foram coldnias
opacas (90,40%), transldcidas (8,23%) e transparentes (1,37%) (Figura 4 em anexo na Tabela
6). Quanto a coloragdo (cromogénese/pigmentacdo) a maioria foi detectada como creme
(89,04%) e 6,85% e 2,74% consideradas amareladas e alaranjadas, respectivamente. E apenas
um isolado apresentou a coloragdo rosea para a colénia (1,37%) (Figura 4 em anexo na Tabela
6).

Dentre os isolados avaliados houve uma predominancia de coldnias gomosas, aquosas
e viscosas, indicando que estes isolados produzem exopolissacarideos variados, tanto na
composi¢do quanto na quantidade. As colbnias que apresentaram superficie gomosa sao
aquelas capazes de produzir exopolissacarideos (EPS), fator importante para auxiliar e
beneficiar a sobrevivéncia das bactérias em ambientes estressantes. Alguns autores afirmam
que os EPS podem proteger as bactérias contra ataque de outros micro-organismos, como
bacteriéfagos ou protozoarios, ou ainda, evitar desidratagdo das estruturas celulares devido a
solos salinos (XAVIER et al., 1998, SUTHERLAND, 1998; RUAS-MADIEDO; REYES-
GAVILAN, 2005) ou em condicdes de temperatura elevada (OSA-AFIANA; ALEXANDER,
1982).
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Para Martins et al. (1997) algumas caracteristicas de col6nias isoladas, como forma e
consisténcia do muco, sdo dependentes do periodo de crescimento em que sdo realizadas as
avaliacdes, sendo que quanto maior o tempo de incubacdo maior sera a intensidade de
producdo dos exopolissacarideos. Assim, foi estipulado para os isolados avaliados, o tempo
de crescimento de trés dias, pois neste periodo o desenvolvimento das colbnias foi

homogéneo em sua forma e caracteristicas.

Sprent (1984) sugeriu que bactérias de crescimento rapido sdo mais comuns em
regibes aridas, pois € uma estratégia que pode melhorar sua sobrevivéncia no solo. Estirpes de
crescimento rdpido tendem a produzir mais goma e colénias maiores, como as bactérias da
familia Rhizobiaceae. Ja rizébios de crescimento lento formam coldnias secas ou com baixa
producdo de exopolissacarideos (MARTINS et al., 1997). Levando em consideracdo tais
afirmativas, alguns dos isolados constituem um grupo interessante, pois apresentam uma
producdo abundante de goma e crescimento rdpido (Figura 4 em anexo na Tabela 6),
caracteristicas que favorecem a adaptacéo e competividade dos isolados em solos de Cerrado.

Apesar da grande prevaléncia de coloracdo creme na analise morfoldgica das colénias,
esta também revelou que alguns isolados apresentaram pigmentacdo mais escura (alaranjada e
amarelada) que as demais. Estes resultados indicam que as bactérias estdo produzindo
pigmentos de tipos e com quantidades diferentes (Figura 4 em anexo na Tabela 6). A
producdo de pigmentos foi observada em varios géneros de bactérias como Corynebacterium
que apresenta uma coloracdo das coldnias que pode variar de branca a amarela ou laranja
(COLLINS; BRADBURY, 1984). Para Pereira e colaboradores (2003) bactérias com
pigmentacdo amarelada s&o comuns no género Xanthomonas. Alguns autores citam ainda que
a presenca de pigmento possa ser utilizada para polimerizar moléculas fendlicas que surjam
por ocasido da senescéncia de nddulos ou compostos reativos de oxigénio, agindo na
detoxificacdo de compostos danosos para a bactéria (HYNES; KRUCKSCH; PRIEFER,;
1988; FRI1ZZO, 2007). Estudos recentes indicam que a producdo de pigmentos do tipo
melanina evoluiu paralelamente em grupos diferentes de organismos para a protecdo contra
estresses ambientais (PLONKA; GRABACKA, 2006).

Para Madhaiyan e colaboradores (2004), bactérias com pigmentacao résea, como é o
caso do isolado ACT 02, se caracterizam pela capacidade de crescer utilizando compostos
com apenas um carbono como o metanol. Para determinar corretamente qual o pigmento esta

sendo produzido pelos isolados, outros estudos deverdo ser realizados.
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5. Teste de atividade enzimética e de solubiliza¢io de fosfato inorgénico.

Segundo Ceska (1971), Lin, Chang e Shen (1991) o indice enzimatico (IE) é um dos
parametros semi-quantitativos mais usados para se avaliar a capacidade de producdo de

enzimas pelos micro-organismos em meio solido.

A avaliacdo dos indices enzimaticos de proteases demonstrou que do total de 73
isolados testados, 36 isolados ndo apresentaram habilidade para degradar a proteina do leite.
Resultados positivos foram observados para 37 isolados (50,7%) com a presenca de halos
claros ao redor das colénias com valores de indices enzimaticos (IE) em média de 1,58, sendo
que o menor indice foi de 1,19 (isolado ANA 12) e o maior de 2,10 (isolado ALT 15) (Figura
5). Dentro deste grupo, 3 isolados (APK 02, ALT 15, ALT 16) exibiram valores de IE
superiores a 2,0, sendo considerados por Lealem e Gashe (1994) como bons produtores de

enzimas extracelulares.

Oliveira A. et. al., (2006) estudando bactérias isoladas de solo da regido amazonica
identificaram 23 bactérias produtoras de proteases, sendo que o indice enzimatico (IE)
observado foi em média 1,7 e o maior indice foi de 2,8 e 0 menor de 1,1 (em anexo Tabela 7).
Comparativamente nos 37 isolados testados, o IE para protease foi em média de 1,58, sendo
muito préximo ao trabalho de Oliveira A. et. al., (2006), mas o maior indice entre os isolados
do Cerrado foi inferior aos das bactérias isoladas no Bioma Amazonico. Estes isolados foram
identificados como do género Rhizobium, sendo este grupo de bactérias conhecidos como
bons produtores de enzimas (OLIVEIRA A., et. al., 2006). Em nosso estudo as bactérias
avaliadas ainda ndo foram identificadas e podem ser tanto do género Rhizobium como de

outros géneros bacterianos, o que devera ser investigado posteriormente.

Pelos resultados de IE para protease, os isolados APK 02, ALT 15, ALT 16 foram
considerados isolados de bactérias promissores para serem utilizadas em estudos quanto a

producdo desta enzima, para aplica¢éo biotecnoldgica (em anexo Tabela 7).
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Figura 5: Formac8o de halos de enzimaticos da atividade de celulase, lipase, protease e de
solubilizacédo de fosfato dos micro-organismos isolados do solo do CCET/UEG. (A): Halo de
hidrolise das proteinas do leite pelo isolado ALT 15, (B): Halo de hidrdlise de
carboximetilcelulose pelo isolado APK 12, (C): Halo de hidrélise de tween pelo isolado ACT
09, (D): Halo de solubilizacdo de fosfato inorganico pelo isolado ANA 24 em meio

Pikovskaya’s.

Fonte: O autor.

Na avaliacdo da atividade celulolitica, apenas 13 isolados (17,8%) demonstraram
capacidade em degradar carboximetilcelulose, com IE médio de 2,64; variando entre 1,91
(ANA 05) a 3,82 (APK 12) (Figura 5b e Tabela 7 em anexo). Os isolados ANA 05 e ALI 02
foram considerados baixo produtores de enzimas. J& 11 isolados se apresentaram como bons
degradadores de carboximetilcelulose, dos quais os trés isolados com os IE mais altos foram
os isolados ANA 13, ALT 06 e APK 12, exibindo valores superiores a 3,2, sendo estes
considerados por Lealem e Gashe (1994) como bons produtores de enzimas extracelulares

(em anexo Tabela 7).

Silva, Martins e Martins (2015), avaliando a atividade celulolitica de 28 isolados cepas
de actinobactérias oriundas de amostras de solo do Parque Nacional de Ubajara, CE,
verificaram que 21 destas produziram celulase extracelular. Os autores obtiveram dez isolados
com IE > 2, porém o maior valor de IE obtido foi 6,9, valor superior aos obtidos no presente
trabalho. Comparativamente nos 13 isolados testados o IE para carboximetilcelulose foi em
média de 2,64, sendo superior ao trabalho de Silva, Martins e Martins (2015) no qual o valor
médio foi de 2,1 (em anexo Tabela 7). Ja Oliveira A. et al. (2006), estudando bactérias
isoladas de solo da regido amazdnica identificaram apenas 6 bactérias com atividade
celulolitica extracelular, dos quais apenas uma cepa foi considerada como uma boa produtora
de carboximetilcelulase.

Na avaliacdo da atividade lipolitica, apenas 13 (17,8%) isolados demonstraram

capacidade em degradar o tween pela formacéo de cristais de sais do &cido laurico no meio de
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crescimento, com IE médio de 1,81; variando entre 1,25 (ANA 40) a 2,89 (ACT 09) (Figura
5c e Tabela 7 em anexo). Os isolados classificados como bons produtores de enzimas
lipoliticas, segundo Lealem e Gashe (1994), foram os isolados ALI 02, ALI 08, ALT 14, ACT

04 e ACT 09. Os demais apresentaram IE inferior a 2,0 (em anexo Tabela 7).

Sacco (2013), avaliando a atividade lipolitica de 16 cepas oriundas de amostras de solo
contendo bagago de cana em decomposicdo, verificaram que 11 destas produziram lipase
extracelular. Os autores obtiveram somente um isolado com IE > 2,0, o maior valor de IE
obtido foi 2,7, similar aos obtidos no presente trabalho. Comparativamente nos 13 isolados
testados o IE médio para lipase foi de 1,81, sendo esse valor proximo ao encontrado no
trabalho de Sacco (2013) no qual o valor médio foi de 1,79 (em anexo Tabela 7). J& Oliveira
A. et. al., (2006), estudando bactérias isoladas de solo da regido amazénica ndo identificaram

bactérias com atividade lipolitica extracelular com IE superior a 2,0.

A habilidade de solubilizacdo de fosfato é de grande importancia no solo, pois as
bactérias solubilizadoras de fosfato inorganico aumentam a disponibilidade de fosfato viavel
para a planta, promovendo o desenvolvimento vegetal em condi¢cdes de campo (VERMA,
LADHA; TRIPATHI, 2001; GYANESHWAR et al., 2002; COMPANT; CLEMENT;
SESSITSCH, 2010). Esta capacidade ganha mais relevancia para os solos acidos como os do
Cerrado goiano, ja que as reservas de fosforo formam compostos insolGveis com o ferro,
aluminio e matéria organica, tornando-o indisponivel para as plantas, devido a sua elevada
reatividade. Sua disponibilizacdo promove vantagens ao desenvolvimento das plantas sendo
considerado como um fator importante no crescimento vegetal (LOPEZ-BUCIO et al., 2002;
SANTOS et al.,, 2012). Nesse contexto, micro-organismos com capacidade de solubilizar
fosfato séo desejaveis como uma alternativa para substituir ou diminuir o uso de fertilizantes
fosfatados sollveis, mediante melhor aproveitamento do nutriente se utilizados como
componentes de inoculantes (VESSEY, 2003; LOPES et al., 2012).

Uma parcela relevante da comunidade microbiana do solo, apresenta a capacidade de
solubilizar fontes de fésforo de baixa solubilidade (SOUCHIE et al., 2007) o que acarreta o
aumento no fornecimento de fosforo disponivel para absorcdo pela plantas. Neste trabalho os
indices obtidos nos testes de solubilizacdo de fosfato inorganico demonstram que do total de
73 isolados apenas 15 isolados apresentaram valores de indices de solubilizacdo, com IS
médio de 1,22; variando entre 1,10 (ANA 33) a 1,44 (ANA 13) para meio NBRI-P (em anexo
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Tabela 7). De acordo com Hara e Oliveira (2005) os isolados tem menor capacidade de
solubilizacéo de fosfato, pois apresentaram IS inferiores a 2,0.

Costa et al. (2013) avaliando a atividade de solubilizacdo de fosfato de célcio em 26
bactérias de solo do Cerrado do estado do Piaui verificaram que 18 destas foram capazes de
solubilizar fosfato in vitro com indice médio de solubilizacdo de 1,48. Este valor foi
levemente superior aos encontrados nos isolados da reserva ecoldgica do CCET/UEG (em

anexo Tabela 7).

Ja no meio Pikovskaya’s 14 dos 73 isolados apresentaram halos de solubilizagdo
havendo pouca variacdo quanto aos indices de solubilizacdo de fosfato inorganico, com IS
médio de 1,52; variando entre 1,35 (ANA 09 e ANA 10) a 2,09 (ANA 24) (em anexo Tabela
7). Todos os isolados foram classificados com menor capacidade de solubilizacdo exceto o
isolado ANA 24, que foi classificado como meédio solubilizador (Figura 5d, e Tabela 7 em
anexo). Estes valores estdo proximos dos obtidos por Hara e Oliveira (2005) e por Santos et
al. (2012) para bactérias diazotrdficas endofiticas.

Costa (2011) relata que apesar da classificacdo de baixos e altos niveis de
solubilizacdo, alguns autores afirmam que qualquer micro-organismo que seja capaz de
produzir um halo de solubilizacdo é considerado um solubilizador de fosfato em potencial.
Sendo assim, as bactérias isoladas que produziram halos nos meios NBRI-P e Pikovskaya’s
podem ser consideradas solubilizadoras em potencial para substituir ou diminuir o uso de
fertilizantes fosfatados sollveis, mediante melhor aproveitamento do nutriente se utilizadas

como componentes de inoculantes e biofertilizantes.

Nos resultados dos testes de solubilizacdo e degradacdo em meios de cultura solidos
foi observado que das 73 bactérias, 37 isolados (50,7%) foram capazes de hidrolisar proteinas;
13 isolados (17,8%) demonstraram capacidade de degradar carboximetilcelulose; 13 (17,8%)
demonstraram capacidade de degradar tween; 14 isolados (19,2%) apresentaram halo de
solubilizacdo de fosfato inorganico em meio Pikovskaya’s e 15 (20,5%) dos isolados
demonstraram a mesma habilidade em meio NBRI-P (Tabela 7 em anexo).

Avaliando todos os 73 isolados pela presenca de reagdes cataliticas em cada ensaio foi
possivel evidenciar que cinco isolados (ANA 01, ANA 05, ANA 08, ALI 08 e ACT 04),
apresentaram atividade em quatro dos cinco testes enzimaticos realizados, demonstrando

ampla maquinaria metabdlica em comparacdo aos demais isolados (Tabela 7 em anexo).
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Resultados positivos em trés avaliagcdes foram observados em um grupo de cinco membros
(ANA 13, ANA 27, ALI 02, ALI 03 e ALT 14) (Tabela 7 em anexo). 13 isolados
apresentaram resultados positivos para apenas dois testes (Tabela 7 em anexo). Dos isolados
testados 19 foram negativos para os testes de atividade enzimatica. Ja 31 dos isolados

apresentaram atividade em apenas um teste enzimético (Tabela 7 em anexo).
6. Teste de capacidade de crescimento em meio livre de nitrogénio.

Pelo teste de crescimento em meio livre de nitrogénio foi verificado que 25 isolados
formaram uma pelicula em meio de cultura semi-sélido NFB (Tabela 7 em anexo), indicando
a possivel capacidade de fixar N, em condi¢cBes micro-aerofilicas, o que deverd ser
confirmado com teste para a atividade da enzima nitrogenase. Em contrapartida, 48 isolados
ndo formaram pelicula sendo considerados incapazes de metabolizar o nitrogénio atmosférico

(Tabela 7 em anexo).

Em um teste realizado com 98 isolados, todos apresentaram a capacidade de formacéo
de uma pelicula caracteristica na superficie do meio, contudo, somente duas amostras
apresentaram o resultado positivo para o teste da atividade da enzima nitrogenase (IKEDA,
2010). Deste modo, s6 poderemos afirmar que estes isolados que formaram pelicula sdo

fixadores de nitrogénio depois de realizar o teste da atividade desta enzima (IKEDA, 2010).

7. Analise do dendrograma.

Pela analise de agrupamento foi determinada a presenca de 24 grupos ou clusters para
os 73 isolados, considerando as caracteristicas morfofisioldgicas, sendo estimado 60% de
similaridade entre os isolados (Figura 6). Destes 24 agrupamentos, 10 sdo compostos por
apenas uma bactéria (Figura 6), o que pode indicar alta diversidade das bactérias isoladas do
solo de Cerrado em estudo. Os grupos G9, G14, G16, G18, G20 e G24 s&o compostos por
apenas duas bacterias (Figura 6). Ainda nesta analise 3 grupos séo formados por trés bacterias
(G5, G8 e G21) e 3 grupos sdo formados por quatro membros (G4, G10 e G15) (Figura 6). O
grupo G3 é formado por dez membros (ANA 08, ANA 09, ANA 24, ANA 38, ANA 40, ALI
03, ALI 08, ALT 13, ALT 14 e ACT 09) sendo este o segundo maior grupo (Figura 6). O
grupo G12 foi o maior grupamento formado no dendrograma, sendo composto por 20 micro-
organismos (ANA 15, ANA 48, APK 01, APK 02, APK 03, APK 06, APK 08, APK 09, APK
10, APK 11, ALT 01, ALT 03, ALT 07, ALT 08, ALT 10, ALT 11, ALT 12, ALT 15, ALT

16 e ALI 05) (Figura 6) com as caracteristicas mais similares.
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Figura 6: Dendrograma de agrupamento de 73 bactérias isoladas do solo de cerrado do
CCET/UEG calculado pelo coeficiente de semelhanca Jaccard e pelo método UPGMA.
Considerando 60% de similaridade como ponto de corte, foram separados 24 grupos (G1 a
G24).
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Primieri et al. (2013) avaliando a diversidade morfologica de rizobactérias no estado
de Santa Catarina considerando o nivel de similaridade de 90%,encontrou 37 grupos para seus
295 isolados bacterianos. O maior grupo encontrado por esses autores foi com 93 isolados. No
entanto apenas 17 grupos foram formados apenas com 1 isolado. Comparando os resultados
de Primieri et al. (2013) aos encontrados no estudo das bactérias do solo do cerrado do
CCET/UEG foi detectada uma quantidade inferior de isolados. A diversidade também inferior
devido a menor quantidade de grupos (24 grupos) e pela menor quantidade de grupos com
apenas 1 bactéria, no entanto essa diferenca significativa pode ser explicada pela diferenca no

nivel de similaridade entre os estudos.

Cunha et al. (2013) estudando bactérias do solo de Cerrado, no Campo Experimental
Agua Boa da Embrapa Roraima, isolou 29 bactérias das quais foram divididas em 22 grupos
morfologicos compartilhando 70% de similaridade em suas caracteristicas. Avaliando 0s
dados de Cunha et al. (2013) com a similaridade de 90%, verificamos a um aumento na
quantidade de grupos, 25 grupos com uma bactéria e 2 grupos com dois membros
demonstrando também a grande diversidade das bactérias de solo do Cerrado, 0 que pode

corroborar os resultados obtidos com isolados do Solo de Cerrado do CCET/UEG (Figura 6).
8. Avaliacao da diversidade pelo indice de Shannon-Weaver.

A partir do dendrograma (Figura 6) os 24 grupos obtidos foram utilizados para o
célculo do indice de diversidade de Shannon-Weaver, convencionando os grupos como sendo
as OTUs. O indice de diversidade de Shannon-Weaver encontrado foi de 2,68. A partir deste
calculo é possivel inferir que a amostragem das bactérias isoladas do solo do Cerrado da
CCET/UEG possui grande diversidade.

Vaérios trabalhos, realizados, avaliando diferentes abordagens, determinaram o indice
de diversidade em diferentes regides do Brasil. Primieri e colaboradores (2013) avaliando as
caracteristicas morfoldgicas de 295 rizobactérias em Santa Catarina também convencionaram
0s agrupamentos pelo dendrograma como OTUSs e obtiveram o valor de 2,66 para o calculo do
indice de diversidade de Shannon-Weaver total da amostragem, sendo este valor proximo ao

observado no estudo das bactérias do Cerrado goiano.

Junior et al. (2011) avaliando a diversidade de 141 bactérias isoladas do solo de uma
regido do municipio de Lagoa Grande, PE verificou que o indice de Shannon-Weaver

apresentou valores entre 2,25 e 2,60. Estes valores quando comparados aos encontrados no
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estudo das bactérias do solo do CCET/UEG s&o inferiores, porém proximos, o que evidencia a
diversidade das bactérias nos dois ambientes de estudo.

Melz e Tiago (2009) no estudo das propriedades microbioldgicas do solo de um
parque em Tangara da Serra, MT encontrou indices de diversidade de Shannon-Weaver
variando entre 2,74 e 1,09 em um periodo de seca e chuva respectivamente. Comparando 0s
indices encontrados por Melz e Tiago (2009) foi observado que o indice no periodo de seca
foi superior e no periodo de chuva inferior ao encontrado no CCET/UEG. Essa diferenca de
diversidade em condic¢des climaticas distintas demonstra a capacidade de resposta dos micro-

organismos frente a diferentes condicdes de estresse.
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CONCLUSOES

e As caracteristicas fisico-quimicas do solo coletado da reserva ecoldgica do
CCET/UEG estdo de acordo com as caracteristicas gerais dos solos do Cerrado.

e Foi possivel verificar no solo coletado na reserva ecoldgica da Universidade Estadual
de Goids a presenga de micro-organismos produtores de enzimas de interesse
biotecnoldgico (celulases, proteases e lipases) e de solubilizacdo de fosfato.

e A contagem dos micro-organismos associada a caracterizagdo morfoldgica
demonstrou a grande diversidade no solo da reserva ecologica do CCET/UEG, os
quais se mostraram com um alto potencial biotecnolégico para utilizagdo em industrias

e na agricultura.
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CAPITULO 2
INTRODUCAO

As bactérias tém sido amplamente empregadas como produtoras de diferentes
substancias de interesse econdmico, sendo uma excelente fonte de enzimas. Os micro-
organismos por sua amplitude metabolica e bioquimica, e por possuirem uma gama de
possibilidades de producéo de biomoléculas com estereoespecificidade e grande diversidade
de composicdo sdo utilizados como biofabricas (TUBESHA; AL-DELAIMY, 2003; YU,
CHOU, 2005).

As enzimas sdo proteinas presentes e atuam no metabolismo de todos os seres Vivos,
com capacidade de catalisar e acelera reagdes quimicas. Sado biocatalizadores de natureza
proteica, produzidos por animais, vegetais e micro-organismos (FELIX; NORONHA,;
MARCO, 2004). Como catalisadores, as enzimas atuam em pequenas quantidades e séo
recuperadas no final do processo; nao realizam reacdes energeticamente desfavoraveis, ndo
modificam o sentido dos equilibrios quimicos, mas aceleram sua realizacdo (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2005).

Em relacdo as enzimas obtidas a partir de animais, plantas e aos catalisadores
quimicos, as de origem microbianas apresentam indmeras vantagens, principalmente por
serem produzidas em grandes quantidades por processos biotecnolégicos que atingem elevada
produtividade, considerando que 0s micro-organismos possuem menor tempo de producéo
(LIMA etal., 2001; OLIVEIRA A. et al., 2007).

Geralmente as enzimas produzidas pelas bactérias sdo extracelulares, o que facilita o
processo de recuperacdo do meio de fermentacdo. Outra vantagem da producédo de enzimas
por bactérias se deve ao rapido crescimento das bactérias, e em geral seus substratos de
crescimento sdo relativamente baratos, podendo ser utilizados até subprodutos agricolas e
industriais (GERMANQO et al., 2003).

Proteases, peptidases ou peptideo hidrolases (Subclasse EC 3.4.) sdo enzimas que
catalisam a quebra de ligacGes peptidicas de cadeias proteicas, produzindo pequenos
peptideos, liberando os aminoacidos para serem utilizados pelas células (RAO et al., 1998;
BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2002). Fazendo isto, elas causam altera¢Ges irreversiveis ou
a destruicdo dos substratos, que do ponto de vista biolégico podem ser importantes,
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principalmente nos processos fisiologicos, patolégicos e também tecnolégicos (BARRET;
RAWLINGS; O’BRIEN, 2001). Ha dois grupos principais de proteases quanto ao local de
quebra das ligagdes peptidicas, as endopeptidases (EC 3.4. 21-99) que quebram as liga¢cdes no
interior da cadeia e as exopeptidases (EC 3.4.11-19) que clivam as ligacdes nas extremidades
das cadeias polipeptidicas (BARRET; RAWLINGS; O’BRIEN, 2001).

A Unido Internacional de Biogquimica e Biologia Molecular classificam as proteases
em seis familias de acordo com a massa molecular, propriedades elétricas e especificidade em
relacdo ao substrato: serina protease | (ex. tripsina), serina protease Il (ex. subtilisina), cisteina
protease (ex. papaina), metalo protease | (ex. carboxipeptidase bovina), metalo protease Il (ex.
termolisina) e aspartil protease (ex. quimosina). Cada familia de protease possui residuos de

aminoéacidos caracteristicos no seu sitio ativo (BEYNON, 1996).

De acordo com Rao et al. (1998), as serino-proteases que sdo caracterizadas pela
presenca de um grupo serino no seu sitio ativo e sdo reconhecidas pela inibigdo irreversivel
por PMSF, entre outros; proteases asparticas, comumente conhecidas como proteases acidas,
que sdo endopeptidases que dependem de residuos de acidos asparticos para sua atividade
catalitica e sdo inibidas por Pepstatin A; cisteino-proteases que possuem sua atividade
dependente de um par catalitico contendo residuos cisteina e histidina e geralmente sdo ativas
somente na presenca de agentes redutores como a cisteina; metaloproteases que constituem o
tipo catalitico mais diverso das proteases e sdo caracterizados pela necessidade de um ion
metalico bivalente para sua atividade e por isso sdo inibidas por quelantes de metais como o
EDTA.

As proteases estdo entre as enzimas de maior importancia no mercado, sendo
responsaveis por uma alta movimentacao financeira no setor enzimatico e estdo entre 0s mais
importantes grupos de enzimas industriais representando aproximadamente 60% do mercado
mundial, porém sua producdo esta concentrada em poucas empresas que dominam o mercado
enziméatico (MOREIRA et al., 2002; GERMANO et al., 2003; KUMAR et al., 2005).

O género Bacillus ¢ o grupo de bactérias mais utilizado industrialmente para a
producdo de proteases. Estas enzimas sdo empregadas na industria de detergentes, na industria
alimenticia, industria farmacéutica, tratamento de couro, recuperacdo da prata em filme de
raios X e no tratamento de residuos industriais (MERHEB et al., 2007). Como novos

bioprodutos estdo constantemente em desenvolvimento, isto tem provocado uma demanda
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crescente de novos isolados bacterianos que produzam proteases diferentes, com alta
eficiéncia, especificidade e, ainda, que atuem em determinados substratos sem interferir em
outros. Outras caracteristicas podem ser exigidas em determinados processos, sendo a selecdo
necessaria para que a enzima seja ideal para sua finalidade nas cadeias de producéo
industriais, podendo resultar em produtos mais eficientes e com aplicacdes inovadoras
(NOVOZYMES, 2005; MERHEB et al., 2007; ALVES et al., 2014).

Neste estudo foi avaliada a diversidade da microbiota do solo de Cerrado, para auxiliar
na selecdo de bactérias produtoras de proteases para uso industrial. Estes dados exploratorios

poderdo ser aplicados em outros estudos biotecnoldgicos com a utilizacdo das proteases.
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METODOLOGIA

1. Selec@o das bactérias proteoliticas e caracteriza¢ao microscaépica.

Foram selecionadas 3 bactérias (APK 02, ALT 15, ALT 16) que apresentaram 0S
maiores indices de enzimaticos (IE) a partir dos testes de atividade proteolitica em placa de
Petri realizados no capitulo anterior. O parametro considerado para a selecdo foi o indice
enzimatico superior a 2,0. Apos a selecdo estas bactérias foram separadas para a utilizagdo em

testes posteriores.

A caracterizagcdo microscopica das bactérias proteoliticas foi realizada por meio do
preparo de esfregagos bacterianos corados pelo método de Gram conforme metodologia
descrita pelo Ministério da Saude (2001). Apds a coloracao, as laminas foram fotografadas em
sistema de captura de imagem (LEICA® EC 3) acoplado ao microscopico optico (LEICA®
DME) utilizando o software Leica Application Suite EZ (V. 2.0.0).

2. Curva de crescimento nos caldos nutriente e leite.

Para obtencdo do perfil de crescimento das células em diferentes meios de cultivo, as
col6nias isoladas em placas das bactérias selecionadas foram inoculadas em 10 mL de caldo
nutriente (pré-indculo) e incubadas sob agitacdo de 150 rpm a 30 °C por 24 horas. Uma
aliquota de 1 mL foi retirada do pré-inoculo e transferida para Elernmeyers de 250 mL
contendo 100 mL de caldo nutriente e caldo leite, sendo as culturas mantidas nas mesmas
condicdes descritas anteriormente. O teste foi realizado em triplicata para os trés isolados
produtores de proteases (APK 02, ALT 15, ALT 16). Deste sistema de cultivo foram
coletadas amostras de 5 mL nos tempos 0, 24, 48, 72, 96 e 168 horas. O crescimento
bacteriano foi verificado através da densidade 6ptica em 600 nm em espectrofotdmetro
(Biospectro SP-220).

3. Determinacéo de proteinas totais.

A concentracdo de proteinas totais foi determinada de acordo com a metodologia de
Bradford (1976). Aliguotas de 500 pL das amostras das culturas bacterianas foram tratadas
com NaOH 0,1 mol L™ na proporcéo de (1:1) e deixadas em repouso por 30 minutos para a
obtencdo das proteinas totais soliveis. Desta lise, 100 uL foram utilizados para a dosagem
com o reagente de Bradford (900 puL) em seguida foi determinada a absorbancia em 595 nm

em espectrofotdbmetro (Biospectro SP-220).
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A curva padrao foi realizada a partir de 100 pL de solucGes de albumina bovina sérica
(BSA) nas concentracdes de 2 a 40 ug mL™ adicionadas a 900 pL do reagente de Bradford.
As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 595 nm e os dados coletados foram
utilizados para elaboracdo da equacédo da reta para o calculo da concentracdo de proteina das

amostras.
4. Determinacao da atividade proteolitica no extrato bruto.

Para a determinacdo da atividade proteolitica no extrato bruto, coldnias isoladas em
placas de Petri das bactérias selecionadas para producéo de proteases, foram inoculadas em 10
mL de caldo nutriente (pré-inéculo), e incubadas sob agitacdo a 150 rpm a 30 °C por 24
horas. Uma aliquota de 1 mL foi retirada do pré-inéculo e transferida para Elernmeyers de
250 mL contendo 100 mL de caldo leite sendo as culturas mantidas nas mesmas condicdes
descritas anteriormente. O teste foi realizado em triplicada para os trés isolados produtores de
proteases (APK 02, ALT 15, ALT 16).

Deste sistema de cultivo foram coletadas amostras de 1 mL diariamente, 0, 24, 48, 72,
96 e 168 horas. As amostras do cultivo foram centrifugadas em microtubos a 13.000 rpm por

3 minutos para a separacdo da biomassa celular e das substancias insolUveis do sobrenadante.

A atividade das proteases foi analisada com o substrato azocaseina (Sigma-Aldrich)
utilizando o seguinte método: 100 uL do sobrenadante foram misturados a 100 pL de tampéo
fosfato 0,1 mol L™, pH 7,0 e 100 pL de azocaseina (10 mg mL™). Essa mistura foi incubada
por 30 minutos a 37 °C e interrompida com a adi¢do de 500 pL de &cido tricloroacético (TCA)
10%. A mistura foi centrifugada por a 13.000 rpm por 5 minutos. Apds a centrifugacdo o
sobrenadante (800 uL) foi adicionado a 200 pL de NaOH 1,8 mol L™. A leitura da amostra foi
realizada em espectrofotdmetro (Biospectro SP-220) a 420 nm (SILVA-NEVES; PORTO;
TEIXEIRA, 2006; DETTMER; AYUB; GUTTERRES, 2011).

Uma unidade enzimatica por mililitros é definida como a quantidade de enzima
necessaria para aumentar a absorbancia em 0,001 a 420 nm nas condi¢bes de tempo e

temperatura de incubagéo do teste.

O controle foi realizado com a adicdo das mesmas quantidades do sobrenadante, de
tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7 e de azocaseina 10 mg mL™ através da adicdo do TCA 10%

no tempo zero da reacdo enzima e substrato.
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5. Preparo das amostras proteicas para eletroforese SDS-PAGE

Para realizar a andlise das proteinas totais das bactérias avaliadas, estas foram
crescidas em caldo nutriente por 24 horas sob agitacdo de 150 rpm em um agitador tipo
shaker com temperatura de 30 °C. Ap6s o tempo de incubacdo foram transferidas aliquotas de
3 mL dos in6culos para microtubos. As amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante entdo foi descartado e a massa celular lavada 3 vezes com 500 pL de
agua destilada esteril. Ap6s o processo de lavagem foram adicionados 100 uL de tampédo
fosfato 10 mmol mL™ pH 7,0 na massa de células e em seguida a mistura foi homogeneizada.
A partir dai os microtubos foram submetidos a lise térmica por congelamento em nitrogénio
liquido e aquecimento rapido em banho Maria a 45 °C por 10 vezes. Apos esta etapa foram
adicionados 100 pL de tampéo de amostra (Tris 10 mmol pH 6,8, 1% de beta-mercaptoetanol,
2% SDS, 15% de glicerol) e em seguida as amostras foram fervidas por 10 minutos. Por fim
os microtubos foram centrifugados a 13.000 rpm por 5 minutos, e o sobrenadante entdo foi
coletado em novos microtubos para que as amostras fossem utilizadas nas analises em gel de
eletroforese SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970 adaptado).

6. Gel de eletroforese SDS-PAGE

Para a avaliacdo do perfil das proteinas totais das bactérias isoladas para producédo de
proteases, foi realizada a separacdo por eletroforese SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970) para
observacao da variacao do perfil proteico dos testes de crescimento nos meios: caldo nutriente
e caldo leite. As amostras utilizadas para o preparo do gel foram as descritas no item anterior.
Foram aplicados no gel 40 uL das amostras em cada poco e 10 uL da Protein Mark (Sigma)
como referéncia de massa molecular (kDa). As amostras foram analisadas por eletroforese em
gel desnaturante (SDS-PAGE) em sistema descontinuo: 4,5% gel concentrador e 12,5% gel
separador segundo Laemmli (1970). O gel foi submetido a uma corrida com 100 V por 1 hora
e posteriormente a 70 V por 3 horas em tampdo Tris-glicina pH 8,0 (SAMBROOK;
FRITSCH; MANIATIS, 1989). As bandas foram coradas em azul de coomassie G-250
(Sigma-Aldrich) e descoradas segundo Sambrook; Fritsch e Maniatis (1989). O gel foi
fotografado em fotodocumentador MultiDoc-it® (UVP) com luz branca. As bandas resultantes

foram analisadas utilizando o software Vision Works LS® (UVP).
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7. Extragéo do DNA cromossomal.

A extracdo de DNA das bactérias selecionadas para producdo de proteases foi
realizada a partir de 2 mL da cultura bacteriana incubada por 24 horas em mesa agitadora do
tipo shaker a 150 rpm a 30 °C. Estas foram centrifugadas por trés minutos a 13.000 rpm para
obtencdo de massa celular. Apds o descarte do sobrenadante foram adicionados 600 pL de
solugéo de lise (50 pmol de Tris pH 7,6; 20 mmol de EDTA; 400 mmol de NaCl, 1% SDS) e
as amostras foram incubadas em termostatizador (TE 2005, Tecnal®) por 10 minutos a 80 °C.
Apds esta etapa as amostras foram transferidas para banho de gelo por 5 minutos e foram
adicionados 3 pL de solucdo de RNAse (20 ug mL™) e foram incubadas a temperatura de
37°C por 15 minutos. Ap6s os 15 minutos foram acrescentados 200 pL de NaCl 0,5 mol L™
na mistura que foi homogeneizada por inversao, retornando os microtubos para o banho de
gelo por mais 5 minutos. Estes entdo foram centrifugados a 13.000 rpm por 3 minutos e o
sobrenadante foi transferido para novos microtubos contendo 600 pL de isopropanol (P.A.)
em uma temperatura ambiente. Em seguida as amostras foram levadas ao banho de gelo por
mais 10 minutos. A mistura foi centrifugada (13.000 rpm) novamente por 15 minutos e 0
sobrenadante descartado. O precipitado foi lavado em 600 pL de etanol 70% e foi
centrifugado (13.000 rpm por 2 minutos), sendo o etanol descartado ao final da centrifugagéo.
O precipitado foi seco a temperatura ambiente durante 24 horas. Apds esse intervalo o
precipitado foi ressuspendido em 30 pL de agua ultrapura estéril e estocado em ultrafreezer
(Q315U-32, Quimis®) a -20°C para anélises posteriores (CHUEIRE, 2003).

8. Reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR).

O DNA extraido de cada bactéria foi amplificado para a regido 16S rRNA utilizando a
técnica de PCR segundo a teécnica modificada por Arturo e colaboradores (1995). Para a
amplificagdo do gene 16S rRNA do material genético extraido das bactérias selecionadas
foram utilizados os seguintes primers Y1 (5’-TGGCTCAGAACGAACGCTGG-3") e Y3 (5°-
TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC-3’) (YOUNG; DOWNER; EARDLY, 1991).

A amplificacdo ocorreu em termociclador (MJ 96+ / MJ 96G Biocycler®) com 20 pL
de uma mistura reacional sendo: 2,0 uL de tampéo para PCR 10X (HCI 100 mM; KCI 500
mM); 1,2 uL de MgCl; (25 mM); 0,5 uL de dNTP (2,5 mM); 0,4 pL (6,67 pmol) dos primers
Y1 e Y3 sintetizados pela Invitrogen®; 0,3 puL de Taq DNA Polimerase Invitrogen® (5 U pL
1: 2,0 puL de amostra de DNA molde e 13,2 pL de agua ultrapurificada estéril.
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A amplificacdo foi realizada utilizando os seguintes ciclos: um ciclo de desnaturagéo
inicial a 94 °C por 2 minutos, 28 ciclos de desnaturacdo (1 minuto a 94 °C), anelamento (30
segundos a 62 °C) e extensdo (40 segundos a 72 °C), um ciclo de extenséo final a 72 °C por 5
minutos com uso do termociclador. Os fragmentos amplificados foram analisados por
eletroforese (REIS JUNIOR; TEIXEIRA; REIS, 2004).

9. Eletroforese em gel de agarose.

A certificacdo da eficacia da extracdo de DNA e da reacdo de polimerizacdo em cadeia
(PCR) foi realizada por meio da andlise por gel de eletroforese a 0,7%. As amostras de DNA
foram adicionadas em um tampé&o de amostra FSUDS (azul de bromofenol 0,25% SDS 0,1%,
Ficol® 20% em TiE;) na proporcdo de 7:3 (FSUDS:DNA) (SAMBROOK; FRITSCH;
MANIATIS, 1989). A corrida eletroforética foi realizada em tampéo TBE 1X a 90 V por 40

minutos.

Ao final da corrida o gel de agarose foi corado com brometo de etidio 0,5 ug mL™
seguido por uma lavagem em &gua destilada. As bandas de DNA foram visualizadas em
transluminador UV acoplado a um sistema de fotodocumentagdo MultiDoc-it® (UVP). O
marcador de tamanho molecular utilizado foi 1 kb DNA Ladder® (BIOLABS).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Selecdo das bactérias proteoliticas e caracterizacéo por coloracdo de Gram.

As bactérias utilizadas neste estudo foram selecionadas quanto & capacidade de
producdo de proteases, especificamente de acdo sobre a caseina do leite. Foram selecionados
os isolados bacterianos APK 02, ALT 15, ALT 16 obtidos de solo do Cerrado do Campus
Anépolis de Ciéncias Exatas e Tecnologicas CCET/UEG. Estes foram avaliados quando a
producéo de halo em placa contendo meio leite, sendo identificado o IE de 2,02 para APK 02,
de 2,10 para ALT 15 e 2,07 para ALT 16, sendo estas consideradas de alta atividade na
producdo de protease. A enzima liberada foi considerada uma exoprotease por ter sido

liberada no meio de cultivo (Figura 7).

Figura 7. Formacdo de halos enzimaticos pelas bactérias selecionadas APK 02, ALT 15 e
ALT 16 para producdo de proteases em meio leite solido juntamente com o controle sem
bactéria (CNT).

Fonte: O autor

A atividade sobre a caseina do leite € um indicativo de que esta protease € uma
caseinase. A atividade de caseinase foi observada para proteases produzidas por bactérias do
género Bacillus, isoladas de amostras de vegetais armazenadas, utilizando esta mesma
metodologia (SHARAF; EL-SAYED E ABOSAIF, 2014). Bactérias isoladas de solo de
Cerrado de Minas Gerais foram identificadas também para producdo de caseinase a partir de
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testes em placa de Petri, indicando que este teste é eficiente na selecdo de bactérias produtoras
de enzimas extracelulares com atividade sobre a caseina do leite (ALVES et al., 2014).

As células bacterianas podem apresentar variadas formas, desde bastonetes retos a
espirais, cocos, ramificados entre outras (ARAUJO, 1994). A caracterizacdo microscopica das
bactérias selecionadas para producédo de proteases APK 02, ALT 15, ALT 16, demonstrou que
estas sdo bacilos Gram-negativos (Figura 8). Estes resultados descartam a possibilidades
destas bactérias serem do género Bacillus, pois este género apresenta células Gram positivas
(ALVES et al., 2014). A determinacdo taxondmica destes isolados devera ser realizada

posteriormente a partir do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA.

Figura 8. Células coradas por técnica de Gram e observadas por meio de microscopia em
objetiva de 1000X (imersdo). (A): células em forma de bacilos Gram-negativas do isolado
ALT 15; (B): células em forma de bacilos gram-negativas do isolado ALT 16; (C): células em

forma de bacilos gram-negativas do isolado APK 02.
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Fonte: O autor

2. Curva de crescimento em caldo nutriente e meio leite.

Sob as condig¢des experimentais avaliadas, os isolados selecionados para producao de
proteases apresentaram caracteristicas de crescimento significativamente distintas quando

avaliadas em diferentes meios de cultivo (Figura 9 e 10).

Os perfis de crescimento das bactérias no caldo nutriente demonstraram que 0s trés
isolados apresentaram sua maior taxa de crescimento em 24 horas. A partir deste dado é
possivel supor que a fase lag foi curta e as células atingiram a fase exponencial rapidamente o
gue caracteriza 0s micro-organismos de crescimento rapido (SWINNEN et al., 2004). O
maximo crescimento foi observado para os isolados ALT 15 e ALT 16 que apresentaram
absorbancias em torno de 0,580 a 600 nm com 24h de crescimento e apds este periodo as

culturas j& entraram na fase de declinio (Figura 9). J& para o isolado APK 02 foi observado
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um crescimento menor (0,3 a 600 nm) indicando um crescimento caracteristico para este
isolado que pode ter uma taxa de multiplicagdo menor (Figura 9) com 24 horas. Apesar do
menor namero de células, esta bactéria apresentou perfil de crescimento semelhante ao dos
isolados ALT 15 e ALT 16, sendo que depois de 24 horas também entrou na fase de declinio
(Figura 9).

Figura 9. Curva de crescimento dos isolados bacterianos APK 02, ALT 15, ALT 16 obtidos
do solo de Cerrado CCET/UEG obtida pelo crescimento em caldo nutriente sob agitagédo (150
rpm) a 30 °C monitorados por 168 horas.
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Os perfis de crescimento das bactérias selecionadas no caldo leite indicou que os trés
isolados apresentaram perfis muito semelhantes (Figura 10). O maximo de crescimento
observado foi em 96 horas de cultivo sendo que a fase exponencial dos isolados APK 02,
ALT 15 e ALT 16, foi bem mais longa neste meio quando comparada aos resultados obtidos
no caldo nutriente liquido. Os trés isolados apresentaram absorbancias maximas em torno de
0,5 a 600 nm (Figura 10). O isolado APK 02 no caldo leite obteve um melhor
desenvolvimento quando comparado ao caldo nutriente, indicando que esta bactéria se
desenvolve melhor na presenca da proteina do leite. O crescimento diferencial dos isolados
nos meios testados também foi observado para outros micro-organismos indicando uma
variagdo de resposta tanto do organismo quanto das condi¢cbes ambientais impostas
(LONGHI, 2012).
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Figura 10. Curva de crescimento dos isolados bacterianos APK 02, ALT 15, ALT 16 obtidos
do solo de Cerrado CCET/UEG obtida pelo crescimento em caldo leite sob agitagao (150
rpm) a 30 °C monitorados por 168 horas.
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O pH do caldo leite no final do periodo de cultivo de 168 horas, foi determinado e ndo
foi observado alteracdo, ficando em torno de pH 7,0. Este dado sugere que a protease que age
sobre a caseina, € uma enzima neutra como observado para proteases de Bacillus
(FRANKENA; VAN; STOUTHAMER, 1985). Frankena, Van e Stouthamer (1985)
identificaram peptidases com atividade entre pH de 5 a 8, sendo que estas apresentaram
também uma caracteristica quanto ao limite de tolerdncia a temperatura e sendo ainda
observado a capacidade de clivagem de aminoacidos hidrofobicos para esta enzima obtida de
Bacillus (RAO et al., 1998, CORREA et al., 2011).

Estas outras caracteristicas ndo foram investigadas para os isolados estudados, o que
devera ser feito posteriormente, para identificar se h4 similaridade quanto ao delineamento da

atividade destas proteases.

Proteases neutras foram identificadas em bactérias do género Bacillus e Pseudomonas,
sendo utilizadas para varios processamentos em produtos lacticos como na producdo do
queijo tipo cheddar (MCGARRY et al., 1994; CORREA et al., 2011; SEVINC; DEMIRKAN,
2011). Assim, deverdo ser realizados ensaios para determinar a efetiva utilizacdo das
caseinases obtidas dos isolados em estudo em processos biotecnolégicos nas mais variadas

areas.
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3. Determinagéo de proteinas totais.

As proteinas totais foram quantificadas através da metodologia de Bradford (1976).
Aliquotas foram quantificadas diariamente com intuito de monitorar qual o periodo (horas) de

maior producdo de proteinas e o periodo de degradacdo das mesmas do meio de cultivo.

Os micro-organismos estudados apresentaram um perfil comum de crescimento
bacteriano no caldo nutriente, sendo que apenas a fase lag, por ser muito curta, ndo foi
identificado um periodo determinado (MADIGAN et al., 2010). A fase exponencial se deu até
24 horas e a fase estacionaria ficou entre 24 e 48 horas. Ja a fase de declinio se deu ap6s 48

horas (Figura 11)

Figura 11. Dosagem de proteinas totais (eixo Y2) e curva de crescimento dos isolados
bacterianos (eixo Y1) APK 02, ALT 15, ALT 16 obtidos do solo de Cerrado CCET/UEG
produtoras de caseinase, obtida pelo crescimento em caldo nutriente sob agitagdo (150 rpm) a

30 °C monitorados por 168 horas.
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Teor proteico no caldo nutriente = 0,0352x + 0,1191 (R? = 0,9968).

As dosagens em caldo nutriente demonstraram que proteinas foram mais intensamente
produzidas em 24 horas apenas para o isolado APK 02. J& para os isolados ALT 15 e ALT 16
0 periodo de maior detecgdo das proteinas foi em 168 horas de cultivo. Estas informacfes
podem indicar que ndo ha uma correlacdo direta entre quantidade de proteinas totais e

crescimento bacteriano nos diferentes isolados. Pelos resultados obtidos é possivel inferir que
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os isolados ALT 15 e ALT 16 s&o mais similares fisiologicamente do que o isolado APK 2

(Figura 11), mas em fun¢des morfoldgicas séo iguais (Tabela 6 em anexo).

Durante o crescimento de micro-organismos em geral sd8o necessarias grande
quantidade de proteinas para a manutencdo da divisdo celular e geracdo de energia como
enzimas relacionadas a replicacdo, transcricdo e traducdo de proteinas nas células
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2006). Assim, a bactérias APK 2 apresentou um perfil
metabdlico diferenciado onde foi observado que na fase de crescimento exponencial das
celulas, o contetdo proteico foi alto. Mas os dois outros isolados ndo responderam do mesmo

modo indicando estratégias fisiologicas diferentes (Figura 11).

Ja para o caldo leite os isolados obtiveram uma expressiva diminuicao da proteina do
leite no meio de cultivo em 24 horas, seguindo por uma degradacdo menor até 96 horas de
cultivo (Figura 12). Como a curva de crescimento foi determinada concomitantemente com o
contetdo proteico foi observado que o crescimento bacteriano maximo para os isolados

ocorreu em 96 horas de cultivo.

Figura 12. Dosagem de proteinas totais (eixo Y2) e curva de crescimento dos isolados
bacterianos (eixo Y1) APK 02, ALT 15, ALT 16 obtidos do solo de Cerrado CCET/UEG
produtoras de caseinase, obtida pelo crescimento em caldo leite sob agitagdo (150 rpm) a 30

°C monitorados por 168 horas.
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Desta forma o crescimento no caldo leite indica que houve a utilizacdo dos residuos de
degradacdo da caseina, que podem ter se deslocados para a manuten¢do da divisdo celular
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2006; MADIGAN et al., 2010). Ja apds 96 horas, na fase de
declinio, a diminuicdo do conteudo proteico pode ser pela mortalidade das células. Sendo que
quando ha morte celular ndo vai haver utilizacdo dos aminoécidos e peptideos para novo
crescimento. Por isso no final do periodo avaliado ainda foi possivel a detecgdo de proteina no
meio de cultivo. Outra hipdtese que pode ser considerada € que o decaimento da absorbancia
na curva de crescimento, ap6s 96 horas, pode estar diretamente relacionado ao fim da
disponibilidade da fonte nutricional (MADIGAN et al., 2010).

Ja Fedatto (2004), acompanhando o crescimento de bactérias Xylella fastidiosa
observou que proteinas foram mais intensamente produzidas no inicio da fase log de
crescimento, sendo indicio de que as bactérias produzem mais proteinas antes do pico de
crescimento. Este micro-organismo teve uma resposta caracteristica de acordo com sua
fisiologia e constituicdo genética, e nos isolados estudados também foi possivel observar
diferentes estratégias na utilizacdo das proteinas de acordo com a fisiologia e a resposta a
presenca de diferentes meios de cultivo.

4. Gel de eletroforese SDS-PAGE para a avaliacdo do perfil proteico

Amostras do cultivo em caldo leite e nutriente dos trés isolados por 168 horas foram
utilizadas para a analise do perfil proteico por SDS-PAGE. As bandas detectadas foram
analisadas quanto a massa molecular avaliando a intensidade e a quantidade de bandas nas
amostras comparando o perfil proteico do crescimento em meio leite com o meio nutriente
(Figura 13).

O perfil proteico dos isolados crescidos no caldo nutriente apresentou bandas de baixa
intensidade variando entre 100 e 10 kDa (Figura 13 linhas 5, 6 e 7). N&do foram observadas
grandes diferencas quanto ao perfil destas, indicando que estas podem pertencer a um mesmo
género taxondmico. Para as amostras das bactérias crescidas em caldo leite também foi
detectado um ndmero variavel de bandas com massa molecular entre 100 e 10 kDa, mas neste
meio as bandas foram intensas e foi possivel detectar diferencas quando comparado ao perfil

proteico das bactérias crescidas em caldo nutriente.

Para observar se as proteinas do leite presente no meio de cultivo ainda estavam

presentes no final do ensaio de crescimento foi utilizado um controle negativo (meio leite sem
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adicdo de bactérias). O perfil obtido com o controle negativo forneceu 3 bandas intensas de
24,8; 23,3 e 19,6 kDa (Figura 13 linha 4). A andlise do perfil proteico de leite em p6 foram
realizadas por Farrel-Janior et al. (2004) e Marques et al. (2011) que observaram a presenca
de proteinas com massa molecular entre 25 e 19 kDa. Esses valores foram semelhantes ao

obtidos para analise do caldo leite (controle negativo).

No final de 168 horas de cultivo das bactérias APK 2, ALT 15 e ALT 16 em caldo
leite foi observada uma alteracdo no perfil proteico quando comparado ao controle negativo
(caldo leite). Essa diferenca foi verificada com a presenca de uma banda com maior
intensidade em torno de 20 kDa e o desaparecimento das bandas referente ao controlo
negativo (Figura 13 linhas 1, 2, 3 e 4).

Figura 13. Eletroforese SDS-PAGE em gel de poliacrilamida do perfil proteico das bactérias
selecionadas para producdo de proteases nos meios: caldo leite e caldo nutriente. Linha 1 —
Isolado APK 02 crescido em caldo leite; Linha 2 — Isolado ALT 15 crescido em caldo leite;
Linha 3 — isolado ALT 16 crescido em caldo leite; Linha 4 — controle negativo caldo leite;
Linha 5 — Isolado APK 02 crescido em caldo nutriente; Linha 6 — Isolado ALT 15 crescido
em caldo nutriente; Linha 7 —isolado ALT 16 crescido em caldo nutriente; Linha 8 — controle

negativo caldo nutriente; M - marcador Protein Mark (25 a 175 kDa) - Sigma.
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175
80
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Fonte: O autor
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Através desta analise sugerimos que essas bandas possam ser uma protease com
atividade sobre a caseina do leite, ou seja, uma caseinase. Esta estaria em maior concentracdo
qguando comparado ao perfil proteico do meio nutriente. Essa diferenca se da pela necessidade
de producéo destas enzimas pelas bactérias para a degradacdo das proteinas do leite presentes

no meio de inducdo (caldo leite) para a utilizacdo no seu metabolismo.

As peptidases ja foram observadas em micro-organismos como Bacillus,
Pseudomonas e Xilella, sendo que diferentes massas moleculares foram atribuidas para estas
proteases (KAMATH; KAPATRAL; CHAKRABARTY, 1998; FEDATTO, 2004; SEVINC;
DEMIRKAN, 2011) Em Bacillus sp. vérias proteases foram descrita contendo massa
molecular entre 75 (JUNG et al., 2007) a 30 kDa (HUANG et al., 2006). Em bactérias do
género Salinivibrio sp. uma protease com atividade de caseinase foi isolada apresentando
massa molecular de 21 kDa para uma enzima de cadeia monomérica (SHAHBAZI;
KARBALAEI-HEIDARI, 2012). A massa desta proteina € semelhante a massa encontrada
nos isolados estudados neste trabalho. Apesar desta semelhanca outros ensaios deverdo ser

realizados para comprovar a natureza enzimatica desta proteina, assim como sua estrutura.
5. Determinacao da atividade proteolitica no extrato bruto do caldo leite.

Para comprovar a presenca da atividade de protease foram realizas dosagens
enzimaticas nos tempos de cultivo em caldo leite de 24, 48, 72, 96 e 168 horas de crescimento
sendo que foi identificada a maior atividade em 96 horas.

Fry, Huang e Milholland (1994) observaram uma relacdo entre o crescimento de
Xylella fastidiosa e a atividade de protease, sendo que maior crescimento e producdo de
protease foi atingido por volta do terceiro dia de cultivo em contrapartida Ward (1985) sugere
gue micro-organismos do género Bacillus, geralmente, produzem maior quantidade de

protease ao final da fase exponencial de crescimento.

Em estudos com Salinivibrio sp. foi identificada atividade de protease em meio
minimo onde foi detectado que enzima protease tem uma producdo maxima com 48 horas e
permanece constante até 72 horas de cultivo (SHAHBAZI; KARBALAEI-HEIDARI, 2012).
Esta protease se caracteriza por ter expressao constitutiva sem ser necessario meio de inducéo
(SHAHBAZI; KARBALAEI-HEIDARI, 2012). Este resultado é bem diferente do obtido para
os isolados, pois além de ter pico de atividade mais tardio, a atividade catalitica ndo

permanece estavel (Figura 14).
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A atividade maxima detectada para os isolados foi para APK 2 de 698 U mL™, para
ALT 15 de 815 U mL™ e para o isolado ALT 16 de 750 U mL™ com 96 horas de cultivo
(Figura 14). A atividade de protease em Salinovibrio foi em torno de 500 U mL™ para 72
horas de cultivo em meio basal (SHAHBAZI; KARBALAEI-HEIDARI, 2012), sendo a
atividade méxima menor do que a obtida para os isolados (Figura 14)

Figura 14. Curva de producdo de protease extracelular no extrato bruto pelas bactérias

selecionadas (APK 02, ALT15 e ALT 16) utilizando azocaseina como substrato.
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Corréa (2009) avaliando a atividade de uma linhagem de Bacillus em meio farinha de
pena detectou valores maximos em torno de 2400 U mL™ para atividade enziméatica em 48
horas de cultivo. Este resultado diferente ao obtido para os isolados APK 02, ALT 15 e ALT
16, pois o pico de atividade mé&xima ocorreu em 48 horas, além disso, a atividade enzimética
encontrada por Corréa (2009) e superior ao encontrado nas bactérias da reserva ecologica do
CCET/UEG.

Thys (2004) estudando a producdo de protease por Microbacterium sp. em meio
suplementado com caseina detectou valores méximos de 123 U mL™ ap6s 24 horas de
inoculo. Resultados estes inferiores aos encontrados no estudo das bactérias isoladas do
CCET/UEG. Ja a producdo de protease por Microbacterium sp. em meio suplementado com
extrato de levedura (348 U mL™) foi superior a encontrada para a mesma bactéria no meio

com caseina (THYS, 2004). Deste modo, a producdo de proteases pode variar conforme a
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composigdo do meio, e esta deve ser definida com o objetivo de substituir os compostos caros
por outros disponiveis em maior quantidade e de prego mais baixo como residuos industriais
(SCRIBAN et al., 1985). Estudos posteriores devem ser realizados com as bactérias isoladas
no CCET/UEG variando a composi¢cdo do meio de inducdo com a finalidade reduzir ainda

mais o custo de produgéo.

Como foi detectada a atividade enzimética sobre a caseina do caldo leite nos ensaios
anteriores com a diminuicéo e desaparecimento das bandas de proteinas no meio de cultivo, é
possivel inferir que as enzimas das bactérias APK 02, ALT 15 e ALT 16 sejam uma
caseinase, porém é necessario identificar tanto a proteina como finalizar a determinagéo

taxonémica dos isolados obtidos, a partir do sequenciamento do gene 16S rRNA.
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CONCLUSOES

e As trés bactérias isoladas sdo Gram negativas, 0 que sugere que estas cepas Sao
diferentes do principal género estudado (Bacillus) para producdo enzimatica.

e Os trés isolados apresentam uma alta producdo de proteases, porém a maior producao
de protease (815,3 U mL™) foi para o isolado ALT 15 obtida em 96 horas de
fermentacao em caldo leite.

e As Bactérias selecionadas produzem uma possivel caseinase com um peso molecular
de aproximadamente 20 kDa apds 168 horas de fermentacdo em caldo leite.

e As bactérias APK 02, ALT 15 e ALT 16 sdo cepas que possuem uma grande
capacidade de producdo de caseinases com aplicacdo industrial.
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ANEXO

Tabela 6. Andlise morfoldgica das caracteristicas de 73 isolados do solo da reserva ecolégica do CCET/UEG, a partir das col6nias crescidas em

meio nutriente sélido a 30 °C, por 72 horas.

Isolados Cresc.

Tam. (mm) Forma Elevacdo Borda Superficie Muco Consisténcia Det. 6ticos Pigmentagdo
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ANA 01 R 1,8 C L P L E S T Cr
ANA 02 R 1,0 P L P L E A 0] Cr
ANA 03 R 1,0 P P P L E G T Cr
ANA 04 R 3,0 C P P R E B O Cr
ANA 05 R 1,6 Cc Cc P R E S T Cr
ANA 07 R 2,0 C P P L E G O Cr
ANA 08 R 19 C C P L E S O Cr
ANA 09 R 1,1 C C D L E S @) Cr
ANA 10 R 2,7 C L P R E S @) Cr
ANA 12 R 4.8 C L P R P G O Cr
ANA 13 R 1,0 P L P L E G 0] Am
ANA 14 R 2,1 C L P R E S 0] Cr
ANA 15 R 3,6 C L P L P G O Cr
ANA 16 R 3,0 C P P L E S O Cr
ANA 17 R 2,8 Cc C @ R E B o] Cr
ANA 19 R 2,3 C L P P E B O Cr
ANA 21 R 19 C C P L E B O Cr
ANA 22 R 3,2 Cc P P L E G T Cr
ANA 23 R 1,0 P C P R E S 0] Al
ANA 24 R 2,2 C C P P E S O Cr
ANA 25 R 1,0 P C P R E S O Al
ANA 26 R 2,2 C C P L P G @) Cr
ANA 27 R 1,2 C L P R E A O Cr
ANA 28 R 1,0 P P P L E G O Cr
ANA 29 R 2,6 C L 0 L E G T Cr
Cresc. (tempo de crescimento das colnias) — MR: muito rpido, e R: rdpido; Forma — I: irregular, C: circular, P: puntiforme; Elevacéo - P: plana, L; Lenticular, C: Convexa;

Borda — P: Plana, O: ondulada, D: denteada; Superficie — L: lisa, R: rugosa, P: papilada; Muco — P:pouca, E: escassa, M: moderada, A: abundante; Consisténcia — G: gomosa,
A: aquosa, S: seca, V: viscosa, B: butirica; Det. Optico (Detalhe 6ptico) — Tr: transparente, T: transldcido, O: opaco; Pigmentacdo — Cr: creme, Am: amarela, Al: alaranjada,

R: rosa.
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Cont. Tabela 6. Anélise morfoldgica das caracteristicas de 73 isolados do solo da reserva ecoldgica do CCET/UEG, a partir das coldnias

crescidas em meio nutriente solido a 30 °C, por 72 horas.

Isolados Cresc.

Tam. (mm) Forma Elevacdo Borda Superficie Muco Consisténcia Det. 6ticos Pigmentagdo

ANA 30 R 41 I P O R E G @) Cr
ANA 32 R 3,8 Cc Cc P R P G @) Cr
ANA 33 R 4,3 C C P L M G @) Cr
ANA 34 R 1,8 C L P L E G T Cr
ANA 36 R 2,8 C P D L E B 0] Cr
ANA 38 R 1,5 C L P L E S O Cr
ANA 39 R 3,4 C L P L E B O Cr
ANA 40 R 1,6 C C P L E S @) Cr
ANA 42 R 5,2 Cc Cc P R M B 0] Cr
ANA 43 R 2,1 C P P L E S O Cr
ANA 45 R 4,0 C C P L M B 0] Cr
ANA 48 R 50 C P P R P B 0] Cr
APK 01 R 55 C P P L P G O Cr
APK 02 R 4.7 C P P L P B O Cr
APK 03 R 5,6 C P P L P B 0] Cr
APK 06 R 4,2 C P P L P G O Cr
APK 08 R 3,8 C P P L P G O Cr
APK 09 R 4,2 C P P L P B 0] Cr
APK 10 R 5,6 C P P L P V 0] Cr
APK 11 R 4,9 C P P L P B O Cr
APK 12 R 2,6 C P P L E B O Cr
ALI 02 R 14 C C P R E S 0] Am
ALI 03 R 1,2 C C P L E S O Cr
ALI 04 R 15 C C P L E S O Am
ALI 05 R 7,0 C P P L P Vv 0] Cr
ALI 06 R 2,4 C L P R E S 0 Am
Cresc. (tempo de crescimento das coldnias) — MR: muito rapido, e R: rapido; Forma — I: irregular, C: circular, P: puntiforme; Elevacéo - P: plana, L; Lenticular, C: Convexa;

Borda — P: Plana, O: ondulada, D: denteada; Superficie — L: lisa, R: rugosa, P: papilada; Muco — P:pouca, E: escassa, M: moderada, A: abundante; Consisténcia — G: gomosa,
A: aquosa, S: seca, V: viscosa, B: butirica; Det. Optico (Detalhe Optico) — Tr: transparente, T: transltcido, O: opaco; Pigmentacdo — Cr: creme, Am: amarela, Al: alaranjada,

R: rosa.
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Cont. Tabela 6. Anélise morfoldgica das caracteristicas de 73 isolados do solo da reserva ecoldgica do CCET/UEG, a partir das coldnias

crescidas em meio nutriente solido a 30 °C, por 72 horas.

Isolados Cresc.

Tam. (mm) Forma Elevacdo Borda Superficie Muco Consisténcia Det. 6ticos Pigmentagdo

ALI 08 R 1,2 C C P L E S @) Cr
ALT 01 R 3,9 C P P L P V 0] Cr
ALT 02 R 4.4 C P P L M Vv @) Cr
ALT 03 R 2,7 C P P L P G O Cr
ALT 04 R 19 C L P L P V 0] Cr
ALT 05 R 2,2 C P P R E B O Cr
ALT 06 R 2,3 I P O L E Vv O Cr
ALT 07 R 3,2 C P P L P G @) Cr
ALT 08 R 3,2 C P P L P A 0] Cr
ALT 09 R 2,2 C L P L P Vv O Cr
ALT 10 R 4,0 C P P L P B 0] Cr
ALT 11 R 3,6 Cc P P L P V 0] Cr
ALT 12 R 5,6 C P P L P Vv O Cr
ALT 13 R 1,1 C L P L E S O Cr
ALT 14 R 11 Cc L P L E S 0] Cr
ALT 15 R 41 C P P L P G O Cr
ALT 16 R 41 C P P L P G O Cr
ACT 02 R 3,0 C L P L E B 0] R

ACT 04 R 1,7 C L P R E S @) Cr
ACT 09 R 1,7 C C P L E S O Cr
ACT 10 R 0,7 P L P L E A Tr Cr
ACT 12 R 2,0 C P P L A G o] Am

Cresc. (tempo de crescimento das colénias) — MR: muito rpido, e R: rdpido; Forma — I: irregular, C: circular, P: puntiforme; Elevacdo - P: plana, L; Lenticular, C: Convexa;

Borda — P: Plana, O: ondulada, D: denteada; Superficie — L: lisa, R: rugosa, P: papilada; Muco — P:pouca, E: escassa, M: moderada, A: abundante; Consisténcia — G: gomosa,

A: aquosa, S: seca, V: viscosa, B: butirica; Det. Optico (Detalhe Optico) — Tr: transparente, T: transltcido, O: opaco; Pigmentagdo — Cr: creme, Am: amarela, Al: alaranjada,

R: rosa.
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Tabela 7. Producéo de enzimas de 73 isolados do solo da reserva ecoldgica do CCET/UEG, avaliados pelo indice de solubilizacéo (1S), indice
enzimatico (IE) e pela capacidade de crescimento em meio NFB.

Isolados Meio NBRI-P Meio Pikovskaya's Meio Tween Meio CMC Meio Leite Meio NFB
Cresc. I.S. Desv.pad. Cresc. |.S. Desv.pad. Cresc. I.E. Desv.pad. Cresc. LE. Desv.pad. Cresc. I.E. Desv.pad. Form. de pelicula
ANAO1 S 1,30 0,03 S 142 0,18 S 147 0,19 S 288 001 S - - S
ANA02 S 122 0,04 S - - S - - S - - N - - N
ANA03 S 124 0,13 S - - N - - S - - N - - N
ANAO4 S - - S - - S - - S - - S 175 0,05 N
ANAO5 S - - S 150 014 S 133 0,10 S 191 0,01 S 127 0,06 N
ANAO7 S - - S - - S - - S - - S 155 0,01 N
ANAO8 S - - S 142 0,08 S 133 0,12 S 247 0,03 S 127 0,06 S
ANAQ9 S - - S 135 0,03 S 157 0,07 S - - S - - N
ANA10 S - - S 135 0,04 S - - S - - S - - N
ANA12 S 121 0,02 S - - S - - S - - S 119 0,01 S
ANA13 S 144 0,03 S - - S - - S 325 004 S 176 0,09 S
ANA14 S - - S - - S - - S - - S 173 0,02 N
ANA15 S - - S - - S - - S - - S 122 0,01 S
ANA16 S - - S - - S - - S - - S 152 0,03 N
ANA17 N - - N - - N - - N - - N - - N
ANA19 S - - S - - S - - S - - S - - S
ANA21 S - - S - - S - - S - - S - - N
ANA22 S - - S - - N - - S - - S - - N
ANA23 S - - S - - S - - S - - S - - N
ANA24 S - - S 209 0,06 S - - S - - S - - N
ANA25 S - - S - - S - - S - - S - - N
ANA26 S 1,20 0,13 S - - S - - S - - S - - S
ANA 27 S 113 0,07 S 1,45 0,11 S - - S - - S 1,20 0,04 S
ANA28 S - - S - - N - - S - - S - - N
ANA29 S - - S - - N - - S - - S - - S
ANA30 S - - S - - S - - S - - S 136 0,08 N
ANA32 S 117 0,02 S - - S - - S - - S 126 0,10 S

S: sim, N: ndo.
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Cont. Tabela 7. Produgdo de enzimas de 73 isolados do solo da reserva ecoldgica do CCET/UEG, avaliados pelo indice de solubilizagdo (IS),
indice enzimatico (IE) e pela capacidade de crescimento em meio NFB.

Isolados Meio NBRI-P Meio Pikovskaya's Meio Tween Meio CMC Meio Leite Meio NFB
Cresc. I.S. Desv.pad. Cresc. |.S. Desv.pad. Cresc. I.E. Desv.pad. Cresc. LE. Desv.pad. Cresc. I.E. Desv.pad. Form. de pelicula
ANA33 S 1110 0,02 S - - S - - S - - S 1728 0,08 S
ANA34 S - - S - - S - - S - - S - - N
ANA36 S - - S - - N - - S - - S - - N
ANA38 S - - S - - S - - S - - S - - N
ANA39 S 137 0,03 S - - S - - N - - S 197 0,19 N
ANA40 S - - S 1,46 0,10 S 125 0,09 S - - S - - N
ANA42 S - - S - - S - - S - - S 124 0,09 S
ANA43 S - - S - - N - - S - - S - - N
ANA45 S - - S - - S - - S - - S 192 0,04 S
ANA48 S - - S - - S - - S - - S 155 0,04 S
APKO01 S - - S - - S - - S - - S 141 0,05 S
APK02 S 119 0,03 S - - S - - S - - S 202 0,09 S
APKO03 S - - S - - S - - S - - S 190 0,02 S
APK06 S - - S - - S - - S - - S 198 0,08 S
APKO08 S - - S - - S - - S - - S 121 0,05 S
APK09 S 1,15 0,08 S - - S - - S - - S 173 0,04 S
APK10 S - - S - - S - - S - - S 179 0,05 S
APK11 S - - S - - S - - S - - S 174 0,06 S
APK12 S - - S - - S - - S 382 0,05 S 127 0,04 S
ALI 02 S 119 0,07 S - - S 252 0,16 S 1,92 0,01 S - - N
ALI 03 S - - S 173 0,21 S 161 0,06 S 241 0,01 S - - N
ALI 04 S - - S - - S - - S 222 0,01 S - - N
ALI 05 S 120 0,03 S - - S - - S - - S 185 0,19 N
ALI 06 S - - S - - S 172 0,08 S 286 0,09 S - - N
ALI 08 S - - S 171 0,11 S 203 0,08 S 2,69 0,04 S 126 0,09 N

S: sim, N: ndo.



110

Cont. Tabela 7. Producdo de enzimas de 73 isolados do solo da reserva ecoldgica do CCET/UEG, avaliados pelo indice de solubilizacdo (IS),
indice enzimatico (IE) e pela capacidade de crescimento em meio NFB.

Meio NBRI-P Meio Pikovskaya's Meio Tween Meio CMC Meio Leite Meio NFB

Isolados Cresc. I.S. Desv.pad. Cresc. |.S. Desv.pad. Cresc. I.E. Desv.pad. Cresc. LE. Desv.pad. Cresc. I.E. Desv.pad. Form. de pelicula

ALTO1 S - - S - S - S - S - - N
ALTO02 S - - S - - S - - S - - S - - N
ALTO03 S - - S - - S - - S - - S 158 0,03 N
ALT04 S - - S - - S - - S - - S - - N
ALTO05 S - - S - - S - - S - - S - - N
ALTO06 S - - S - - S - - S 344 0,06 S - - N
ALTO07 S - - S - - S - - S - - S 1,72 0,10 N
ALT08 S - - S - - S - - S - - S 147 0,07 N
ALTO09 S - - S - - S - - S - - S - - N
ALT10 S 1,15 0,02 S - - S - - S - - S 174 0,19 N
ALT11 S - - S - - S - - S - - S - - N
ALT12 S - - S - - S - - S - - S 182 0,16 N
ALT13 S - - S - - S 138 0,07 S - - S - - N
ALT14 S - - S 14 0,09 S 236 0,11 S 210 0,03 S - - N
ALT15 S - - S - - S - - S - - S 210 0,10 S
ALT16 S - - S - - S - - S - - S 207 0,01 S
ACTO02 S - - S - - S - - S - - S - - N
ACTO04 S - - S 155 0,07 S 207 0,15 S 235 0,00 S 121 0,03 N
ACT09 S - - S 136 0,04 S 289 0,16 S - - S - - N
ACT10 S - - S 148 0,11 S - - S - - S - - N
ACT12 S - - S - - S - - S - - S 143 0,07 N

S: sim, N: ndo.



Meios de Cultura, Reagentes e Solugdes.

Solucéo de Agar
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1. AQAr == 18,0 g

2. AQUA == 800,0 mL
Solugéo de Sais

1. NagHPO g=-====mmmm e 30,09

2 KHP O g mmmm e e 15,0¢

3 (NH4)2HPO g m e 25¢

4. NAC - 2,5¢

5 AQUA == gsp. 1L
Meio Leite Solido

1. Solucdo MgS04.7TH20 LIM-----mmmmmmmmmm e 1,0mL

2 Solucéo de Sais--- GG TR --200,0 mL
3 Solucdo de Leite (20%0) --------======mmmmmmmmmmmm oo 200,0 mL
4, Solucéo de Agar e 800,0 mL
5 0] e 7,0
Caldo Leite

1. Solucdo MgS0,.7TH20 LIM----nmmmmmmmmmm oo 1,0mL

2 Solucdo de Sais--- R GReETEEEREEEE --200,0 mL
3. Leite em P------nmmm oo 10,09

4 Agua----mm-mmmmmmme e -800,0 mL
5 PH = e - 7,0

Meio Carboximetilcelulose (CMC) Sélido

1. MQSO4.7TH20 1M mmmmmmmm oo 1,0 mL

2 Solucdo de Sais--- e --200,0 mL
3. Solucdo de CMC (6%) ---------==-=======mmmmmmmmm oo 200,0 mL
4 Solugéo de Agar mmmmmmm e -------800,0 mL
5 [0 R 7,0




Meio Tween Sélido
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MGSO4. 7HpO LM = mmmmmmmmmmm e 1,0 mL
2. Solucao de Sais--- e ---200,0 mL
3 Tween 80 ------m--mmmmmmm e 10,0 mL
4, Solucéo de Agar e ---800,0 mL
5 PH o 7,0
Meio Pikovskaya’s (PIKOVSKAYA, 1948)

1. Extrato de levedura e --059

2. Glicose ------------------ oo ---10,0 ¢
3. Cag(PO)g--m-mmmmmmmmmmmmmmm oo --------50¢

4, (NH4)2S0 === mm e m e e 0,59

5. KCl--mmmmmmmmmmmeme e L --0,2¢9

6. MQSO 4. THpO === mmmm e 0,1g

7. MNSO 4. HpO- == mm e 0,0001 g
8. FeSO4. THO---mmmmmm e s 0,0001 g
9. AQUA ~mm e q.s.p. 1L
10,  AQar —--mmmmm e 15,0 g
N o 7,0
Caldo Nutriente

1. Extrato de Carne ---------=--==-==nnmnueu-- --309

2 Peptona------=-======mmmm e 509

3 Glicose-------------------- ----—--—--25¢

4, PH = s 7,0

5 AQUA == s g.s.p. 1L
Meio Nutriente Sélido / Nutriente Agar

1. Extrato de Carne ---------===-mmmmmmmmmm oo 3049

2. Peptona--------===-==r=smemoeme e e oo oo 5090

3. Glicose-------------------- e --25¢

4, PH = s 7,0

5. N e 15,0 g
6. AQUA === g.s.p. 1L
7. 0] 7,0
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Meio BDA Act Solido
1. Batata --------=---mmmmm e 200,0 ¢
2. Glicose (Acucar Cristal)----------=-==nmmmmmmmmm oo 20,09

Coloque as batatas cortadas em rodelas em um béquer;

Adicione &gua destilada até cobrir as batatas;

Cozinhe as batatas em micro-ondas até elas derreterem;

Filtre a mistura em papel de filtro ou gaze com algodao;

Dissolva a glicose;

Complete o volume para 1000 mL, acrescente 15 gramas de 4gar e autoclave.
Apos autoclavar espere 0 meio diminuir a temperatura e acrescente:

200 uL de cloranfenicol 100 mg/mL;

100 uL de ampicilina 100 mg/mL;

300 uL de cetoconazol 20 mg/ mL.

Para cada 200 mL de meio.

Meio NBRIP (NAUTIYAL, 1999)

1 Glicose ----------=------- mememmmemememeeeoeee ---10,0 ¢

2 O (10 ) P 50

3 MgCl,.6H,0 S — ---50¢

4 (o [ — S — 0,2 g

5 MgS0,.7H,0 e 0,259

6 (NH4)2S 0, -mmmmmmmmmmmmmmmmmes e 0,1g

7 T R q.s.p. 1L
8 AQar —mmmm e 15,09

9 pH -=--=-mmmmmmeeeeeee mmemmememm—e e 7,0






