= CONIDIS

I CONGRESSO INTERNACIONAL
DA DIVERSIDADE DO SEMIARIDO
OIVERSIDADS

IVERSIDADE: APRENDER O SEMIARIDO, NO SEMIARIDO E COM O SEMIARIDO

ATIVIDADE LIPOLITICA DE CEPAS DE ACTINOBACTERIAS
ISOLADAS DE SOLOS DO SEMIARIDO

Fernando Gouveia Cavalcante (1); Erika Oliveira Coelho (2); Juliani Barbosa de Sousa (3); Claudia
Miranda Martins (4) Suzana Claudia Silveira Martins (5)

1 Mestrando na Universidade Federal do Ceara (fernandogouveia.c@gmail.com). 2 Graduanda na Universidade Federal do
Ceard (erikacoelho85@gmail.com). 3 Doutoranda na Universidade Federal do Ceara (julianibarbosadesousa@gmail.com). 4
Professora Universidade Federal do Ceara (claudia.miranda.martins@gmail.com). 5 Professora Universidade Federal do
Ceara (suzanac@ufc.br)

INTRODUCAO

A compreensdao e manutencao da biodiversidade tem obtido cada vez mais a atencdo dos
investigadores sendo importante para a gestdo dos recursos naturais. Em comunidades microbianas do
solo, a manutencdo de espécies que desempenham fungées essenciais no solo pode ser mais importante
do que a manutencao da diversidade taxonomica (CALDWELL, 2005; TORSVIK & OVREAS, 2002;
MARON et al., 2011; KANDELER et al., 1996).

Uma funcdo microbiana essencial para os solos é a ciclagem dos nutrientes que é um processo
importante para disponibilizacdo de nutrientes para a maioria dos organismos vivos. Isto requer a
atividade de enzimas para processar compostos organicos muitas vezes complexos, em assimilaveis
(TORSVIK & OVREAS, 2002). O estudo da atividade das enzimas presentes no solo tem sido um
campo de interesse cientifico por mais de um século, mas foi apenas na década dos anos de 1950 que
tornou-se um topico importante de pesquisa em microbiologia do solo e bioquimica (BURNS, 1982;
MARX et al., 2001; BURNS et al., 2013).

Essas pesquisas tem focado principalmente nas propriedades fundamentais das enzimas no solo
e os dados obtidos a partir dos ensaios enzimaticos sdo utilizados principalmente, para determinar de
forma indireta, a biomassa microbiana do solo, avaliar potencial dos organismos do solo em degradar
naturalmente matéria organica e compostos xenobioticos. Essas enzimas também tem sido utilizadas
como indicadoras de efeitos colaterais nocivos dos residuos contendo metais e pesticidas sobre a
microbiota do solo (MARX et al., 2001; KANDELER et al., 1996).

Em estudos ecologicos sobre a relacdo das enzimas do solo com os diversos eventos ambientais,
faz-se necessaria a compreensao de todos os fatores relacionados a atividade da enzima na qual esta
sendo estudada bem como a contribuicdo de cada componente utilizado para desagregacao total do
substrato (BURNS, 1982; BURNS et al., 2013).

Entretanto, existem dificuldades consideraveis em se estudar a atividade enzimatica do solo in
vitro, pois esses testes habitualmente envolvem tampdes, condi¢des controladas, substratos artificiais
ou em excesso, que diferem das condicdes que ocorrem no ambiente natural. Vale salientar que,
algumas das relagdes sugeridas pelos testes in vitro sdo validas, embora as propriedades do solo
estejam relacionadas com outros fatores que ndo sdao possiveis de ser controlados em laboratério
CALDWELL, 2005; BURNS, 1982; BURNS et al., 2013).

As informacdes obtidas sobre as enzimas do solo tém sido a base para o desenvolvimento de
modelos conceituais que fornecem uma compreensao mais abrangente dos processos-chave ligando as
populacGes microbianas e a dindmica de nutrientes. Além de se avaliar as diferencas entre as atividades
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enzimaticas do solo, também é possivel com estes ensaios desenvolver medidas especificas de
diversidade funcional (WALDROP et al., 2000; KANDELER et al., 1996; NANNIPIERI et al., 2003).

Diferentemente da diversidade fisiol6gica e genética que avalia o potencial dos micro-
organismos do solo, a diversidade funcional das enzimas do solo esta relacionada com as atividades
reais resultantes desse potencial. Para isso sdo realizadas medicOes de atividade enzimatica com
substratos alvo das principais fontes de nutrientes e identificam-se os diferentes mecanismos de reacdo
as atividades dentro de uma dada funcdo da enzima (BURN et al., 1982; NANNIPIERI et al., 2003).

No solo existem diversos compostos lipidicos complexos e recalcitrantes que ndo sdo
assimilaveis pela maioria dos organismos vivos. Os micro-organismos que produzem enzimas capazes
de quebrar esses lipidios apresentam uma vantagem evolutiva uma vez que esses serdo menos afetados
pela limitacao dos recursos (BURNS et al., 2013; HASAN et al., 2006; ERTUGRUL et al., 2007).

As lipases sdao um grupo de enzimas que catalisam a hidrdlise de triacilglicerdis, diacilglicerois,
monoacilgliceréis, dcidos graxos e glicerol na interface entre a solucdo aquosa e a fase de lipideos.
Algumas lipases sdo inespecificas, catalisando reacdes em todas as posicdes em triacilglicerdis,
enquanto outros sdo especificas, catalisando reacées em posicoes especificas sobre as moléculas
lipidica. Alguns micro-organismos sao conhecidos por terem a capacidade de produzir lipases (KO et
al., 2005; HASAN et al., 2006; SIRISHA et al., 2010).

As actinobactérias sdo de ocorréncia universal na natureza e sdao amplamente distribuidas em
ambientes naturais. Esses micro-organismos sdo encontrados em grandes quantidades nos solos,
oceanos, lagos e rios, bem como em residuos vegetais e sdo capazes de produzir muitas substancias
bioativas importantes (BASKARAN et al., 2011; RAO et al., 2012; ASHOKVARDHAN et al., 2014;
AMSAVENI et al., 2015).

Devido ao seu papel importante no ecossistema, numerosos estudos ecoldgicos foram
conduzidos com esses micro-organismos que constituem um componente significativo da populagao
microbiana em cada ambiente, especialmente no solo, sendo o principal membro da comunidade
decompositora do solo (MOKNI-TLILI et al., 2013; SILVA et al., 2015).

Alguns dos seus metabdlitos secundérios sdo frequentemente utilizados como compostos
antimicrobianos e promotores de crescimento de plantas. Além disso, sdo capazes de sintetizar
inimeros metabdlitos naturais com atividade biolégica diversificada, tais como antibiéticos, herbicidas,
pesticidas e enzimas (BASKARAN et al., 2011; RAO et al., 2012; ASHOKVARDHAN et al., 2014;
AMSAVENI et al., 2015).

O objetivo desse trabalho foi avaliar in vitro a capacidade das actinobactérias provenientes de
solos do semiarido em utilizar compostos lipidicos.

METODOLOGIA

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas 26 cepas de actinobactérias oriundas de solo
rizosférico do Parque Nacional de Ubajara (PNU) no Estado do Ceara. Essas cepas encontram-se
mantidas na Colecdao de Culturas de Actinobactérias do Laboratorio de Microbiologia Ambiental do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara.

A atividade lipolitica foi avaliada de acordo método descrito por Sierra (1957). Para avaliagdo
de producdo da enzima lipase cada cepa foi inoculada, com o auxilio de uma alca de platina, em placas
de Petri contendo meio de cultura sélido estéril. O meio de cultura foi suplementado com Tween 80,
um acido graxo de cadeia longa soltvel em agua. Foram realizados trés ensaios em duplicata além do
controle positivo e negativo para comparacdo dos resultados. Todos os procedimentos ocorreram em
condicOes assépticas.
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Apos a inoculacgao, as placas foram incubadas em estufa a 30°C durante 7 dias para avaliar se
houve a formagdo de um halo lipolitico ao redor da coloénia, o que caracteriza um efeito positivo. Com
o auxilio de um paquimetro foram realizadas leituras dos didmetros médios, em milimetros, das
col6nias e dos respectivos halos lipoliticos.

Com esses dados foi realizado o célculo do indice enzimatico das cepas com atividade lipolitica
positiva dividindo-se o didametro do halo pelo diametro da colonia. Para andlise estatistica foi utilizada
a analise de varidncia com os dados numéricos seguida do teste de Tukey a 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cerca de 84% das cepas de actinobactérias foram capazes de formar o halo lipolitico o que
indica a producdo de lipase por essas bactérias (Figura 1). Espera-se que um elevado nimero de cepas
de actinobactérias tenha atividade lipolitica positiva, pois dados da literatura mostram que esse grupo
de micro-organismos sdo capazes de produzir diversos metabolitos bioativos incluindo enzimas
(STAMFORD et al., 1998; BASKARAN et al., 2011; RAO et al., 2012; ASHOKVARDHAN et al.,
2014; AMSAVENI et al., 2015). Os resultados obtidos nesse estudo reforcam os dados da literatura.
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Figura 1-Numero de cepas de actinobactérias oriundas do semiarido com atividade lipolitica positiva e negativa

A producdo de enzimas extracelulares por esses micro-organismos representa uma vantagem
evolutiva, pois os tornam capazes de utilizar uma maior variedade de substratos. Isso pode ser um fator
a ser considerado para explicar a ubiquidade dessas bactérias. A atividade lipolitica é um recurso a mais
para bactérias de solos do semiarido uma vez que a disponibilidade de substrato nesses solos é limitada
(OLIVEIRA et al., 2006a; OLIVEIRA et al., 2006b; SILVA et al., 2015; NAKATANI et al., 2008).

Existem varios métodos para determinar a atividade enzimatica por difusdo radial em meio de
cultura s6lido e os fatores que influenciam esta selecdo incluem a correlacdo direta entre o tamanho do
halo e a capacidade degradativa dos micro-organismos (OLIVEIRA et al., 2006b; STAMFORD et al.,

1998).
(83) 3322.3222

contato@conidis.com.br
www.conidis.com.br



= CONIDIS

1 CONGRESSO INTERNACIONAL
DA DIVERSIDADE DO SEMIARIDO

DIVERSIDADE: APRENDER O SEMIARIDO, NO SEIARIDO E COM O SEMIARIDO

Apesar dos resultados mostrarem que a maioria das cepas obtiveram atividade lipolitica
positiva, alguns autores recomendam a atribuicdo do indice enzimatico, que é calculado a partir dos
diametros médios do halo e da colonia no meio de cultura. Esse indice mede a capacidade do micro-
organismo produzir enzimas extracelulares suficientes para se difundir em meio sélido que deve ser
igual ou superior a 2,0 (OLIVEIRA et al., 2006b; STAMFORD et al., 1998).

No presente estudo, os indices enzimaticos para a atividade lipolitica variaram
significativamente (5%) entre as diferentes cepas de actinobactérias. Pode-se observar que 86% das
cepas apresentaram indice enzimatico superior a 2,0 o que confirma a capacidade dessas bactérias em
produzir enzimas lipoliticas no meio sélido (Figura 2). Desse modo as cepas com indice enzimatico
inferior a 2,0 foram consideradas como ndo produtoras de lipase.

Dentre as 19 cepas que tiveram o indice enzimatico superior a 2,0, destacam-se a UB07 e UB23
com indices de 3,02 e 3,26 respectivamente, e a UB20 com indice enzimatico de 4,43.
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Figura 2-Indice enzimético da atividade lipolitica das cepas de actinobactérias oriundas do semiérido.

De acordo com os dados obtidos € possivel dividir as 26 cepas de actinobactérias em 4 grupos
distintos considerando seu potencial em degradar lipideos. O primeiro grupo contém 7 cepas que
apresentaram atividade lipolitica negativa. O segundo grupo conta com 16 cepas com indice enzimatico
variando de 2,0 a 3,0. O terceiro e o quarto grupo contam com 2 e 1 cepas de actinobactérias com
indice enzimatico variando de 3,0 a 4,0 e maior que 4,0 respectivamente.

CONCLUSOES
Actinobactérias isoladas de solos do semiarido apresentaram atividade lipolitica positiva.

As cepas UB07, UB20 e UB23 destacaram-se dentre as demais quanto ao indice enzimatico.
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