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Enzimas produzidas por microrganismos tem despertado o interesse da indudstria biotecnoldgica por sua
vasta possibilidade de aplicacdo em diversos processos industriais, devido sua estabilidade térmica e
quimica. As actinobactérias sdo reconhecidas pelo seu potencial na producdo de diversos metabdlitos
bioativos de estrutura quimica e acdo bioldgica diversificados. Neste estudo foi isolada uma linhagem de
actinobactéria rizosférica, caracterizada morfologicamente e por métodos moleculares e avaliado o
potencial enzimatico por meio da produ¢do de enzimas de interesse industrial. A linhagem de actinobactéria
corresponde a Microbacterium xylanilyticum e apresenta alto potencial de producgdo de enzimas de interesse
para a indudstria de alimentos como lipases (IE=3,4), pectinases (IE=2,2) e esterases (IE=2,0), além da

producdo de hemolisina e L-glutaminase que apresenta propriedades antitumoral.
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Enzymes produced by microorganisms has aroused the interest of the biotechnology industry for its wide
potential application in many industrial processes because of its thermal and chemical stability. The
actinobacteria are recognized for their potential in the production of various bioactive metabolites of
diverse chemical structure and biological activity. In this study we isolated a strain of rhizospheric
actinobacteria, characterized by morphology and molecular methods and rated the enzyme potential
through the production of enzymes of industrial interest. The strain of actinobacteria corresponds to the
Microbacterium xylanilyticum and has a high potential for production of enzymes of interest to the food
industry as lipases (IE = 3.4), pectinase (IE = 2.2) and esterase (IE = 2.0), and the production of hemolysin
and L-glutaminase that exhibits antitumor properties.
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1. INTRODUCAO

Os produtos bioativos podem ser obtidos por meio do metabolismo secundario de diversos
microrganismos, incluindo fungos e bactérias, onde se destaca o0 grupo das actinobactérias. Esse
grupo apresenta uma diversidade de bactérias Gram-positivas com alto teor de guanina e citosina
em seu de DNA, com ampla capacidade de produzir metabdlitos secundarios ativos com acdo
inseticida, antitumoral, antibidtica, vitaminas e enzimas de interesse biotecnolégico utilizadas na
indastria alimenticia, detergentes, téxteis, papel e celulose como L-glutaminase, xilanases,
lipases, celulases, pectinases, proteases, amilases e quitinases [1-4].

A morfologia dessas bactérias é semelhante a fungos, pois se desenvolvem em forma
filamentosa, possuindo micélio com hifas ramificadas no seu crescimento vegetativo [5]. A
formac&o destas hifas é caracteristica neste grupo, sendo que o micélio vegetativo se desenvolve
no interior do substrato, o qual é responsavel pela sustentacdo e adsorcdo de nutrientes. Este

fendbmeno ocorre através da liberacdo de enzimas extracelulares que degradam compostos
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organicos utilizados na sua nutricdo [6]. Uma caracteristica marcante deste grupo € a versatilidade
metabolica, podendo crescer em temperaturas elevadas e sobreviver a ambientes hostis, o que
possibilita a sua ampla distribuicdo nos diversos ecossistemas [7].

A maioria das actinobactérias sdo aerdbias, heterotroficas e habitam naturalmente o solo.
Adaptam-se as diversas condi¢des do ambiente, produzem diversos metabdlitos secundarios e sdo
capazes de colonizar a rizosfera e tecidos internos das plantas, sendo abundante em solos secos e
quentes, e raros em solos turfosos e encharcados[7]. As actinobactérias sdo saprofitas, porém
algumas espécies sdo patogénicas ao homem, a animais ou plantas. No solo estas bactérias
realizam fungdes importantes no processo de ciclagem de nutrientes, degradando compostos
complexos de dificil decomposicdo como lignocelulose, lignina, celulose e outros materiais
recalcitrantes, devido a sua capacidade em produzir diversas enzimas hidroliticas e lipoliticas.
Atuam também na fixacdo de nitrogénio dentro das raizes de plantas lenhosas ndo leguminosas,
como ocorre no género Frankia [8].

Dos 23.000 metabolitos secundarios descritos produzidos por microrganismos, cerca de 10.000
sdo metabdlitos bioativos produzidos por actinobactérias, sendo que o género Streptomyces é
responsavel pela producdo de mais de 70% destes compostos [9]. O género Streptomyces é o de
maior importancia biotecnolégica dentro deste grupo, pois € responsavel por sintetizar
metabdlitos com atividades antibidtica, herbicida, pesticida, antiparasitaria, além de produzirem
enzimas de interesse industrial como amilases, celulases, lipases, xilanases [10].

A familia Lauraceae compreende 49 géneros e cerca de 3.000 espécies, constituida em sua
maioria por arvores e arbustos. Pode ser encontrada em regides tropicais e subtropicais, com alta
diversidade de espécies no norte da América do Sul, sudeste da Asia e Madagascar [11].
Aproximadamente 22 géneros e cerca de 390 espécies ocorrem no Brasil, com alta diversidade
nas florestas pluviais, nas restingas e no Cerrado. O género Aniba se destaca por apresentar
espécies aromaticas de valor econémico, por fornecerem ainda dleos essenciais e alcaldides
empregados na perfumaria e fabricagdo de farmacos, como as espécies Aniba rosaeodora (pau-
rosa), Aniba canelilla (casca preciosa) e Aniba parviflora (macacaporanga) [12,13].

A Floresta Amazénica é conhecida como um dos principais ambientes ricos em plantas e
animais com ampla diversidade genética. No entanto, hd pouca referéncia quanto a diversidade
microbiana deste bioma. Com base nesse contexto, € importante investigar a microbiodiversidade
autoctone e descrever o seu potencial biotecnoldgico. Diante disto, este trabalho buscou avaliar a
producdo de enzimas de interesse industrial produzidas pela actinobactéria Microbacterium
xylanilyticum isolada de solo rizosférico de Aniba parviflora Syn fragans (Macacaporanga),
planta nativa do Bioma Amazénia.

2. MATERIAL E METODOS

A cepa de Microbacterium xylanilyticum MPOG utilizada no presente estudo foi obtida a partir
de solo rizosférico de Aniba parviflora Syn fragans (Macacaporanga), coletado em zona de
transicdo entre Floresta Densa e uma area com caracteristicas de cerrado (2°28” 01.28”S; 54°49°
45.32”70), no municipio de Santarém, PA. A linhagem esta depositada na bacterioteca do
Laborat6rio de Microbiologia da Universidade Federal do Oeste do Para (UFOPA), preservada
em Oleo mineral. A permissdo para conduzir este estudo foi emitida pelo Ministério do Meio
Ambiente - MMA, Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio pelo
namero 47530-1.

Para o isolamento da actinobactéria foram coletadas 10g de solo rizosférico da planta e feitas
diluicBes seriadas em tampdo fosfato (pH 7,2), para a obtencdo das dilui¢des 10" a 10°. O
isolamento foi realizado a partir da semeadura de uma aliquota de 100uL da diluicdo 10* em
placas de Petri (15mmx90mm) contendo o meio de cultura Arginina Levedura Agar (ALA) [14]
acrescido de Nistatina (100ug/mL), e incubadas a 37°C durante 14 dias.

Foram determinadas as caracteristicas morfologicas, fisiolégicas e bioquimicas da
actinobactéria isolada previamente, tomando como parametro o aspecto rigido da col6nia sobre o
meio de cultura e a formagdo de micélio aéreo velutino. A linhagem foi cultivada nos meios ISP —
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International Streptomyces Project [15-17] para determinacdo da cor do micélio aéreo e
vegetativo e a producdo de pigmentos.

A identificacdo da actinobactéria foi realizada por meio de métodos classicos e moleculares,
sendo que a morfologia foi determinada a partir do microcultivo em meio ISP-2 [16,18] e,
posteriormente, realizada analise por microscopia de luz comum (400x). A identificacdo
molecular foi realizado a partir de extracdo do DNA bacteriano a partir de 5 mL de suspensao
celular em caldo ISP-2 [19]. Para a reacdo de amplificacdo foram utilizados os pares de
oligonucleotideos Eub338F/Act1159R: 95 °C (3°); 35 ciclos de 94 °C (30”"), 68 °C (30*°), 72 °C
(90*); extensdo de 72 °C (7°). O produto da PCR foi purificado utilizando o kit GFX (GE
Healthcare 28-9034-70) e subclonado no vetorpCR™2.1-TOPO® vector utilizando o kit TOPO
TA Cloning (Thermo Fisher Scientific 451641). Para o sequenciamento foi utilizado os primers
M13F (GTAAAACGACGGCCAGT) e M13R (AACAGCTATGACCATG) para os fragmentos
subclonados no vetor pCR™2.1-TOPO®.

Para o completo sequenciamento do 16S rRNA foram utilizados os oligonucleotideos [20]
341-357F (CCTACGGGAGGCAGCAGCAG), 685-704f (GTAGSGGTGAAATACGTAGA) e
1099-1114f (GCAACGAGCGCAACCC). O sequenciamento Sanger foi realizado por meio do
ABI PRISM 3730 DNA ANALYZER, Applied Biosystems/Hitashi no Laboratério de Gendmica
e Elementos de Transposicdo (GaTE) do Instituto de Biociéncias da Universidade de Séo Paulo
(http://gate.ib.usp.br/GateWeb-new/).

A prospeccdo de enzimas de interesse industrial foi realizada em meio sélido em placas de
Petri contendo o respectivo substrato indutivo. A producdo de lipase e esterase foi determinada
em meio mineral contendo Tween 80 e Tween 20 [21]. As placas foram incubadas a 30°C por 10
dias e o aparecimento de um halo branco difuso contendo oleato de célcio, indicou a produgéo das
enzimas.

A producio de amilase foi determinada a partir do cultivo em meio Agar-amido a 30°C por 10
dias [22]. O teste foi revelado com 10 mL de solucdo de lugol 1% e a descolora¢do do meio em
torno da coldnia evidenciou a hidrolise do amido.

A atividade proteolitica foi avaliada utilizando os substratos caseina e gelatina. A degradacéao
da caseina foi determinada em meio a base de: Solugdo 1 (10g leite desnatado, 90 ml agua
destilada) e Solucdo 2 (3g Agar, 97 mL agua destilada), mantidas a 30°C por 7 dias. A formagéo
de uma zona clara ao redor da coldnia indicou a producéo da enzima. A degradagéo da gelatina
foi avaliada em meio nutriente contendo 12% de gelatina, 0,5% de peptona e 0,3% de extrato de
carne, 1000 mL agua destilada, incubada a 30°C durante 20 dias. A manutencdo da consisténcia
liquida apds incubacéo a 4°C por 24h indicou a producdo de gelatinase.

A producdo de pectinase foi avaliada ap6s o cultivo em Agar TSA (1,5 g triptona, 0,5 ¢
peptona de soja, 1,5 g NaCl, 1,5 g de agar, pH 7,3) suplementado com 1% de pectina citrica, a
25°C e 30°C por 7 dias. O aparecimento de halo transparente em volta das colénias, ap6s a adi¢éo
de 10 mL de solugdo de lugol 1% indicou a hidrdlise da pectina. A atividade hemolitica foi
analisada apds cultivo em meio Agar Sangue suplementado com 5% de sangue desfibrinado e
incubadas a 30°C por 7 dias. A presenca de um halo claro ao redor das colénias indicou a
producdo da enzima.

A producdo da enzima L-glutaminase foi avaliada apés cultivo em agar glutamina [4]. As
placas foram incubadas a 28°C por 7 dias e a producdo da enzima foi indicada por meio da
variacdo e intensidade da cor amarelo para rosa. A determinacdo do indice enzimatico (IE) foi
realizada pela relacdo: IE= didmetro da col6nia/didmetro da colénia + halo x 100, sendo com
potencial enzimético, aquelas que apresentaram IE acima de 1,5.

Adotou-se um delineamento experimental inteiramente casualizado com trés repeti¢fes. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade, utilizando o software Assistat 7.7.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A actinobactéria isolada apresentou melhor crescimento nos meios ISP-1 e ISP-2, com
desenvolvimento de col6nias &speras, convexas, circulares, com borda irregular (Figura 1). A
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coloracdo do micélio aéreo formado foi predominantemente branco tornando-se rosa claro ap6s
168h no meio ISP-2. A actinobactéria produz pigmento soldvel no meio ISP2 apds 120h,
modificando o meio para cor ambar (Tabela 1).

- - " i,
Figura 1: Morfologia das col6nias de Microbacterium xylanilyticum com formagao do micélio aéreo
velutino branco ap6s 167h de cultivo em meio ISP-2.

Tabela 1: Aspectos Macroscépicos da actinobactéria cultivada em diferentes meios de cultura.

Meio de . Micélio Micélio Pigmento
Crescimento . . A

cultura aereo vegetativo difuso
ISP1 ++ Branco Amarelo -
ISP2 ++ Branco Amarelo escuro +
ISP3 - - - -
ISP4 - - - -
ISP5 + Branco Amarelo -

+ Apenas Micélio vegetativo; ++ Micélio Aéreo pouco desenvolvido; - Auséncia de crescimento
e Pigmento difuso

Na micromorfologia foi observado cadeias de esporos simples espiraladas, caracteristicas do
filo Actinobacteria, e 0 sequenciamento de 821 pb, contendo 56,03% de G+C, foi compativel,
com 99% de similaridade com o filo Actininobacteria, espécie Microbacterium xylanilyticum.

Microbacterium xylanilyticum produz as enzimas lipase, esterase, pectinase, amilase,
hemolisina, gelatinase e L-glutaminase, apresentando maior potencial enzimatico para lipase
(1IE=3,4), seguido de pectinase (IE=2,2) e esterase (IE=2,0) (Tabela 2).

Tabela 2: Andlise qualitativa da producgdo de enzimas produzidas por Microbacterium xylanilyticum.

Diametro da coldnia Halo enzimatico Indice Enzimatico

Enzimas

(mm) (mm) (mm)
Lipase 12,6 +1,26 42,5+4,33 34
Esterase 17,748,15 35,0+0,00 2,0
Amilase 2349,61 30,3+3,79 1,3
Pectinase 16,6+2,84 37,5+7,50 2,2
Hemolisina 9,1+0,76 11,2+0,76 1,2
Caseinase - - -
Gelatinase +
L-glutaminase +

+ presente; — ausente
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O filo Actinobactéria produz uma diversidade de enzimas como estratégia nutricional para a
obtencdo de fontes de carbono e nitrogénio [23]. A prospeccdo de enzimas hidroliticas como
lipases, amilases e proteases sdo uma alternativa viavel para o tratamento de esgotos e efluentes
de industrias de doces, sorvetes, laticinios e carnes, uma vez que para este fim ndo é necessario a
etapa de purificacdo, diminuindo, portanto os custos de aplicacdo [24].

As pectinases sdo enzimas liticas que hidrolisam compostos pécticos. Sdo produzidas por
fungos, bactérias e vegetais [25] e tem acdo enzimética nos tecidos vegetais a nivel de lamela
média onde estdo presentes compostos pécticos como pectato de calcio e pectato de magnésio
[26]. Estas enzimas liticas sdo ativas no processo de compostagem, atuando na degradacdo de
matéria organica, contribuindo para o ciclo natural do carbono [27,28]. As pectinases tém atraido
a atengdo por sua aplicagdo biotecnoldgica como catalisador biolégico em diversos processos
industriais, com grande aplicacdo na industria de fabricacdo de sucos [29] e na producéo de vinho
como clarificador e estabilizador de cor do vinho tinto [30].

A enzima L-glutaminase (E.C. 3.5.1.2) apresenta atividade antitumoral, especialmente contra
leucemia linfocitica aguda (LLA) [31,32] e atividade antiviral contra HIV [33,34]. E também
utilizada na industria de alimentos, tendo sua aplicacdo na intensificacdo de sabor, uma vez que
aumenta o teor de &cido glutdmico nos alimentos em decorréncia da hidrélise da glutamina.
Poucos estudos relatam a producdo de enzimas pelo género Microbacterium sp., especialmente de
espécies isoladas do solo. Kim et al. (2005) [35] descreveram pela primeira vez cepas de
Microbacterium xylanilyticum presentes em biofilme de um reator de membrana utilizado para
tratamento de aguas residuais, sendo determinadas apenas a producdo das enzimas amilase e
xylanase. A espécie M. xylanilyticum se diferencia de outras espécies como Microbacterium soli
por produzir as enzimas esterase, lipase e gelatinase [36].

4, CONCLUSAO

Microbacterium xylanilyticum isolada de solo rizosférico de Aniba parviflora Syn A. Fragans
(Macacaporanga) do bioma Amazonia, produz enzimas extracelulares de interesse alimenticio e
farmacéutico, sendo descritos neste estudo a produgdo de enzimas hidroliticas, lipoliticas e
antitumorais.
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