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INTRODUCAO

O solo é um recurso natural vital para o funcionamento do ecossistema terrestre e representa
um balanco entre os fatores fisicos, quimicos e biologicos (LEITE; ARAUJO, 2007). A fracao
biologica engloba pequenos animais (mesofauna e microfauna) e micro-organismos como bactérias,

fungos e algas (ARAUJO; HUNGRIA, 1994).
Grande parte do ciclo do carbono é mediada por micro-organismos que vivem no solo e

utilizam o amido. Assim, esses sdo responsaveis por um dos maiores fluxos de carbono em niveis
local e global (LYND et al.,, 2002). A atividade microbiana é de grande importancia para os
processos bioldgicos e bioquimicos, pois influencia diretamente a transformacdo de nutrientes e

compostos organicos (MARTENS et al., 1992; VINHAL-FREITAS, 2010).
As actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas consideradas como um importante

componente biolégico da maioria dos solos (SEM]:ZDO et al., 2001; JAYASINGHE; PARKINSON,
2008; SILVA et al., 2012; VELAYUDHAM; MURUNGAN, 2012; SILVA et al. 2015). Esse grupo
de bactérias possui uma grande semelhanga com os fungos, em funcdo de sua producao de hifas,
que podem ser curtas, rudimentares e extensivamente ramificadas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Outro importante aspecto das actinobactérias esta relacionado com a producdo de enzimas
extracelulares capazes de degradar macromoléculas complexas encontradas no solo, como o amido
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). O amido é um polissacarideo usado como principal reserva
energética de plantas superiores, sendo formado pela amilose e amilopectina (NUNEZ-SANTIAGO
et al., 2004).

A capacidade que as actinobactérias possuem em degradar essas substancias as tornam
importantes para o ciclo do carbono melhorando a disponibilidade de nutrientes no solo e
consequentemente crescimento das plantas (BRITO et al., 2015).

A regido semiarida do nordeste brasileiro € caracterizada por apresentar temperaturas
superiores a 20 °C, baixas precipitacOes restritas a 3 ou 4 meses do ano e solos pouco desenvolvidos

(ARAUIJO, 2011), o que dificulta a maioria dos processos quimicos edaficos. Por outro lado, as
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caracteristicas ambientais limitantes desse ecossistema fazem do mesmo uma excelente fonte para a
busca de micro-organismos que sejam eficientes na producdo de enzimas, como a amilase, capaz de
melhorar a disponibilidade de nutriente nesses ambientes.

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi verificar a atividade enzimatica amilolitica

de actinobatérias isoladas do semiarido cearense.
MATERIAL E METODOS
Coleta e isolamento das cepas

Foram analisadas 24 cepas de actinobactérias provenientes de amostras de solos coletadas no
municipio de Quixada, sertdo central do Estado do Ceara, contida na regido semiarida. De acordo
com o sistema de classificacio de Koppen-Geiger o clima da regido é caracterizado como BSh -
semidrido, seco, com chuvas no verdo e seca no inverno (PEEL et al., 2007). As amostras de solo
foram coletadas a uma profundidade de 0-20 cm da rizosfera. As cepas foram isoladas e
identificadas com a abreviacdo “AQ” e numeradas em ordem crescente, onde foram mantidas em
Caseina Dextrose Agar (CDA) inclinado a 4 °C no Laboratério de Microbiologia Ambiental

(LAMAB) do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara.

Atividade amilolitica

No teste de amilase as cepas foram inoculadas de acordo com o método de Alariya et al.
(2013) na forma de spots e em quadruplicata no meio de cultura dgar-amido composto por: peptona
(10g), extrato de carne (3g), cloreto de sodio (5g), amido soltivel (2g) e agar (15g). A solucado foi
mantida a um pH de 6,5. Apos a inoculagdo as culturas foram incubadas em camara de crescimento
B.0.D. 28 + 2°C por 10 dias. Apds o crescimento das colonias, foram adicionados 10 mL da solucao
de lugol nas placas. A producdo da enzima amilase foi confirmada pela descoloracdo do meio de
cultura, formando uma zona amarela suave em torno da colonia, em contraste com o meio azul
resultante da reacdo do amido com o iodo. Os didametros dos halos e das colonias foram mensurados

com paquimetro (mm) colocado no reverso das placas de Petri.

Indice enzimatico

O indice enzimatico (IE) foi calculado pela equagdo: IE = Dh/Dc. Onde Dh é o diametro em
milimetros (mm) do halo de hidrélise e Dc o didametro em milimetros (mm) da coldnia de

actinobactérias (FLORENCIO et al., 2012).
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Analise estatistica

Os dados foram submetidos inicialmente ao teste de Kolmogorov-Smirnov (teste de
normalidade) a 1% de probabilidade, para verificar se possuiam distribuicdo normal. Constatada a
normalidade, os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) que, uma vez
significativa, tiveram a aplicacdo do teste de Scott-Knott (p <0,05) para comparacdo de médias,

utilizando o software estatistico ASSISTAT versao 7.7 beta (SILVA, 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Indice Enzimatico Amilolitico

Os valores do indice enzimatico amilolitico das cepas de actinobactérias variaram de 0,00
(zero) (AQ2) a 4,62+0,28 (AQ26). As cepas de actinobactérias AQ26, AQ25, AQ23 e AQI16
destacaram-se por apresentarem um indice enzimatico amilolitico superior as demais cepas

avaliadas. Apenas as cepas AQ2 e AQ3 ndo apresentaram atividade enzimatica amilolitica (Figura

1).
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Figura 1 — Indice enzimatico amilolitico de cepas de actinobactérias isoladas do municipio de
Quixada, localizado no semiarido do Ceara. Os valores representam a média de quatro repeticoes +
desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra mintscula entre as diferentes cepas de
actinobactérias, nao diferem pelo teste de Scott-Knott a 1% de probabilidade.

A zona mais clara ao redor das col6nias, correspondente ao halo indicador da degradacdo do
amido foi observado em 22 das 24 cepas de actinobactérias estudadas, exemplo da AQ1 e AQ8
(Figura 2).
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Figura 2 — Hidrolise do amido referente as cepas AQ8 e AQ1. D. Halo = didmetro do halo (mm); D. Col6nia
= didmetro da colénia (mm).

De acordo com Silva et al. (2015), a literatura ndo disponibiliza valores de IE que
classifiquem os micro-organismos quanto a producdo de amilase. Neste sentido, visando suprir uma
lacuna na classificacdo do potencial enzimatico, particularmente de cepas de actinobactérias do
semiarido brasileiro, estes autores sugeriram a seguinte escala quanto ao indice enzimatico: IE > 2 =
cepas fortemente produtoras de amilase, 1,5 < I.LE < 2,0 = cepas moderadamente produtoras de
amilase, 1,0 < IE < 1,5 = cepas fracamente produtoras de amilase.

Neste sentido, levando em consideragdo esta classificacdo, de todas as 24 cepas avaliadas no
presente estudo, 91,66% destacaram-se por apresentarem uma intensidade de producao de amilase >

2, sendo dessa forma caracterizadas como fortemente produtoras de amilase (Figura 3).
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Figura 3 - Classificacdo da intensidade de producdo de amilase das cepas de actinobactérias
isoladas do municipio de Quixada-CE, em funcao do indice enzimatico (IE).
Ao estudarem a atividade enzimatica amilolitica de actinobactérias no semiarido Silva et al.

(2015), observaram que 60,7% das cepas de actinobactérias avaliadas foram classificadas como

fortemente produtoras de amilase (IE > 2). Resultados semelhantes também foram observados por
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Jaralla et al. (2014) ao trabalharem com cepas de actinobactérias isoladas de amostras de solo do
Iraque. Esses autores relatam que 80% das cepas avaliadas apresentaram potencial positivo para
producdo de amilase. Por outro lado, Hata et al. (2015) avaliando o potencial de producdo dessa
enzima hidrolitica por actinobactérias isoladas de um solo com diferentes areas de cultivo de arroz
em Tanjung Karang, uma cidade da Malasia, constaram que das 20 cepas avaliadas 45%

apresentaram potencial positivo na producao da enzima amilase.
CONCLUSOES

As cepas de actinobactérias AQ26, AQ25, AQ23 e AQ16 destacaram-se por apresentar
indice enzimatico amilolitico (IEA) superior as demais cepas avaliadas.

As actinobatérias apresentam um grande potencial enzimatico na degradacdo de
polissacarideos complexos, como o amido o que refor¢a a sua grande importancia ecolégica na

liberacdo de nutrientes, auxiliando nos ciclos e interagdes bioldgicas do semiarido.
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