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RESUMO

Actinomicetos sdo bactérias Gram positivas filamentosas, habitantes saprofiticos do solo.
Produzem uma grande variedade de compostos bioativos, como antibidticos e enzimas, o que
tem propiciado intensas pesquisas visando as potenciais aplicacBes destes produtos. Este
trabalho tem como objetivos identificar actinomicetos isolados de solo e avaliar o potencial
destes em produzir enzimas hidroliticas sob diferentes temperaturas de crescimento, bem
como compostos antimicrobianos. Foram empregados 38 actinomicetos, 31 isolados de solo
sob cultura de acéacia-negra e sete de solo sob formagdo secundéria de Mata Atlantica. A
identificacdo foi baseada nas caracteristicas morfoldgicas, analisadas através da técnica do
microcultivo. Os ensaios de atividade enzimatica foram realizados utilizando os substratos
especificos para cada enzima: amido, caseina, carboximetilcelulose, gelatina, 6leo de oliva e
pectina, como Unica fonte de carbono. Dos actinomicetos isolados, 84,2% foram identificados
como pertencentes ao género Streptomyces. Nos ensaios de atividade enzimatica foi
verificado que a temperatura de incubacéo dos isolados interferiu na capacidade de producéo
das enzimas e que esta variacdo foi especifica para cada atividade enzimatica. A expressao da
caseinase aumentou com o aumento da temperatura. Com excecao da lipase e gelatinase, as
enzimas apresentaram atividade em todas as temperaturas de incubagdo testadas. Nos testes
de atividade antimicrobiana, mais de 80% dos isolados inibiram o crescimento dos
fitopatdgenos Xanthomonas axonopodis e X. campestris. Dentre as bactérias de interesse
clinico as mais sensiveis foram as Gram positivas. Um resultado significativo foi que 52,6%
dos actinomicetos inibiram o crescimento de uma cepa Staphylococcus aureus resistente a

meticilina, isolada de ambiente hospitalar.
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ABSTRACT

Antimicrobial activities and extracellular enzyme production by soil actinomycetes

Actinomycetes are saprophytic filamentous Gram-positive bacteria widely distributed in the
soil. They produce several bioactive compounds, such as antibiotics and enzymes, leading to
intense researches regarding possible applications for these products. This study aims to
identify actinomycetes isolated from soil, and to evaluate their potential to produce
antimicrobial compounds and hydrolytic enzymes under different growth temperatures.
Among the 38 actinomycetes isolated, 31 were from soil cultures of black wattle and seven
from Atlantic Forest soil. The identification focused on morphological characteristics,
obtained through microculture technique analysis. During enzyme activity tests specific
substrates for each enzyme were used as a sole carbon source: starch, casein, carboxymethyl
cellulose, gelatin, olive oil and pectin. The identification results pointed that 84,2% of the
isolated actinomycetes belong to the Streptomyces genus. Enzyme activity tests revealed that
incubation temperature of the isolated actinomycetes does matter in enzyme activity and the
variation was specific for each enzyme. Casein activity increased at higher temperatures.
Except for lipase and gelatinase, all other enzymes were active regardless of the incubation
temperature. Antimicrobial activity tests revealed that more than 80% of the isolated
actinomycetes inhibited the growth of Xanthomonas axonopodis and X. campestris
phytopathogens. Among clinically important bacteria, Gram-positive were the most sensible
to antimicrobial compounds. Final results also showed that 52,6% of the actinomycetes
inhibited the growth of a Staphylococcus aureus strain, which is resistant to methicillin and

commonly isolated in clinical environments.
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INTRODUCAO

O solo é um sistema altamente complexo, caracterizado por uma variedade de
processos quimicos, fisicos e bioldgicos. Microrganismos de solo, juntamente com enzimas
extracelulares e a meso e macrofauna do solo, conduzem todas as reagdes metabdlicas
conhecidas neste ambiente. Os microrganismos desempenham um papel fundamental na
decomposicdo da matéria organica do solo e na ciclagem de nutrientes. (Alef & Nannipieri
1995).

Os actinomicetos apresentam uma grande diversidade metabdlica e sdo capazes de
utilizar varias fontes de carbono e energia (McCarthy & Willians 1992, Holmalahti et al.
1994). Sd0 um grupo heterogéneo de bactérias Gram positivas que apresentam no seu
genoma altas concentragcdes de guanina e citosina, crescem com um aspecto filamentoso e
ramificado, sendo na sua maioria aerObias e com crescimento relativamente lento
(Aghamirian & Ghiasian 2009, McCarthy & Willians 1992). Sua diversidade morfologica
estd baseada primeiramente nas estratégias reprodutivas, que levam a formacdo de uma
variedade de estruturas de esporos (Ensign 1978). Podem ser encontrados em diversos
ambientes naturais, como a agua, plantas em decomposic¢do, nddulos de raizes de plantas,
sedimentos, fezes de animais, lodo ativado e produtos alimenticios, mas sdo encontrados
principalmente no solo (McCarthy & Willians 1992). Kennedy (1999) afirmou que 30% da
populacdo total de microrganismos no solo corresponde aos actinomicetos. Conforme Iwai &
Takahashi (1992), 80% dos actinomicetos de solo ocorrem na camada mais superficial (0-10
cm), diminuindo progressivamente com a profundidade. Geralmente, atividades enzimaticas
decrescem com a profundidade do solo (Deng & Tabatabai 1996, Ekenler & Tabatabai 2003),

assim como a biomassa microbiana e a quantidade de carbono organico disponivel.



As enzimas presentes no solo sdo, predominantemente, de origem microbiana (Insam
2001), sendo que as enzimas extracelulares de interesse estdo envolvidas na degradacdo de
paredes celulares de microrganismos e plantas, geracdo de himus e a mineralizacdo de
nitrogénio e fésforo presentes em compostos orgéanicos (Allison 2007). Os actinomicetos
possuem um papel importante na degradacdo da matéria orgénica devido a sua atividade
proteolitica e enzimas que atuam na decomposicdo de queratinas, quitinas, celuloses e amidos
(McCarthy & Willians 1992, Holmalahti et al. 1994).

As enzimas com maior importancia industrial utilizadas atualmente incluem proteases,
enzimas que hidrolisam carboidratos e enzimas lipoliticas. As aplicacdes mais comuns dessas
enzimas sdo o processamento de alimentos, producdo de bebidas, nutricdo animal, couro,
papel, polpa, téxtil, detergentes, entre outras. Os microrganismos sdo a mais importante fonte
de producdo enzimatica (Dastager et al. 2009). Os Streptomyces destacam-se entre 0S
actinomicetos pela capacidade de produzir uma grande variedade de enzimas com aplicacéo
industrial (Padilha 1998).

Amilases sdo enzimas que hidrolisam moléculas de amido em diversos produtos e
progressivamente em polimeros menores, compostos de unidades de glicose (Dastager et al.
2009). O polimero de amido, assim como outros polimeros, requer a combinacdo de enzimas
para a sua completa hidrélise, incluindo a-amilases, B-amilases e isoamilases (Poonam &
Dalel 1995). A hidrdlise do amido compreende 30% do consumo de enzimas no mundo (Van
Der Maarel et al. 2002).

A celulose, um polissacarideo com liga¢oes p-1,4-glicosidicas, fornece uma fonte de
carbono significativa para a comunidade microbiana do solo (Berg & Laskowski 2006). A
atividade da celulase se refere a um sistema enzimatico que consiste de trés tipos de

celulases: endoglucanases, exoglucanases e P-glicosidases. As celulases sdo amplamente



utilizadas na indudstria téxtil, e contam com aproximadamente 14% do mercado de enzimas
industriais. (Miettinen-Oinonen 2007).

Atividades proteoliticas, detectadas em microrganismos, plantas e animais, catalisam
a hidrélise de proteinas a polipeptideos e de oligopeptideos a aminoacidos. Devido ao alto
peso molecular das proteinas, o primeiro passo enzimatico da degradacdo protéica ocorre
extracelularmente (Alef & Nannipieri 1995). Para a avaliacdo da atividade de proteases nos
solos, podem ser utilizados diversos tipos de substratos, como a caseina, azocaseina, gelatina,
peptideos e albuminas (Ladd & Buttler 1972, Ross et al. 1975). As proteases contam com
cerca de 60% do mercado enzimatico total, e estdo entre as mais valiosas enzimas comerciais
(Dastager et al. 2008). A principal aplicacdo de proteases na industria leiteira € para a
fabricacéo de queijo (Demain & Adrio 2008).

Uma proporgéo significativa de lipidios entra no solo sob a forma de triacilglicerois,
que é a forma de armazenamento priméaria de lipidios em tecidos de plantas e animais.
Portanto, o passo inicial de degradacdo envolve a enzima lipase (triacilglicerol acilhidrolase),
com a liberacdo de acidos graxos e glicerol (Alef & Nannipieri 1995). As lipases aceleram a
degradacéo de residuos gordurosos (Masse et al. 2001), além de apresentarem uma crescente
importancia na biorremediacdo (Hasan et al. 2006).

Enzimas pectinoliticas sdo conhecidas por desempenharem um papel fundamental na
maceracdo de tecidos de plantas pela degradacdo da pectina localizada na lamela média e na
parede celular primaria de plantas superiores (Collmer & Keen 1986, Kotoujanky 1987). Os
actinomicetos desempenham um importante papel na degradacéo de residuos de plantas (Piret
& Demain 1988). A biodegradacdo da pectina, um polissacarideo constituido principalmente
por ligacdes a-1,4 de acido D-galacturdnico e seus metilésteres, ocorre como resultado da

acdo de diferentes enzimas extracelulares (Osborne & Dehority 1989, Voragen et al. 1980).



Os actinomicetos sdo capazes de produzir diversos metabolitos secundarios, muitos
dos quais apresentam propriedades antiflngicas e antibacterianas (Kumari et al. 2006). S&o
responsaveis por mais de 2/3 da producgdo total de antibidticos e membros do género
Streptomyces contam com 70-80% da producdo de metabdlitos secundarios, com
contribuicdes menores dos géneros Saccharopolyspora, Amycolatopsis, Micromonospora e
Actinoplanes (Challis & Hopwood 2003).

Cepas do género Streptomyces, quando testadas in vitro, tém apresentado potencial
para a producdo de antibidticos que reduzem ou inibem o desenvolvimento de patdgenos de
plantas (Kim et al. 2000, Ouhdouch et al. 2001, Bressan 2003). O controle bioldgico de
patogenos de plantas tem se mostrado uma alternativa potencial como estratégia para o
manejo de doencas (Bressan & Figueiredo 2008). Tais agentes, além do potencial para
proteger as sementes, colonizam a rizosfera e podem proteger as porcdes subterraneas das
plantas em crescimento do ataque de patégenos (Ahmad & Baker 1987).

Devido ao uso excessivo de antibioticos, tem aumentado o nimero de microrganismos
resistentes (Banga et al. 2008). Por mais de duas décadas tem-se isolado de hospitais cepas de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), que sdo resistentes a muitos
antibioticos (Ceylan et al. 2008). Portanto, a busca continua por novos metabolitos ativos
contra diferentes microrganismos patogénicos se faz necessaria.

O principal objetivo do presente trabalho foi identificar actinomicetos isolados de solo
em nivel de género, avaliar a producdo de enzimas hidroliticas sob diferentes temperaturas de
incubacdo e avaliar a atividade antimicrobiana dos isolados frente a diferentes patdégenos de

interesse clinico e agricola.



MATERIAL E METODOS

Coleta

A coleta do solo foi realizada por Damasceno (2008). As amostras foram coletadas na
camada de 0-10cm do perfil de solo sob cultivo de acacia-negra com trés anos de idade e sob
formacdo secundaria de Mata Atlantica, de uma area rural do municipio de Sdo Sebastido do

Cai, Rio Grande do Sul.

Isolamento

As amostras foram processadas misturando-se 10g de solo em 90mL de agua
peptonada. Com a solucdo obtida foram realizadas diluicBes seriadas até 10°. Para o
isolamento dos actinomicetos, aliquotas de 100uL de todas as diluigdes foram semeadas em
placas de Petri, pelo método de semeadura em superficie, contendo o meio de cultura agar
Amido Caseina - ACA (amido 1%, caseina 0,03%, KNO3 0,2%, NaCl 0,2%, K,;HPO, 0,2%,
MgSQO, 0,005%, FeSO,4 0,001% e agar 1,5%). As placas foram incubadas na temperatura de
37°C por 15 dias para o crescimento dos actinomicetos e ap0s o crescimento, colénias foram
selecionadas aleatoriamente. O isolamento e cultivo dos actinomicetos foram realizados em
meio ACA (Fig. 1). Foram isolados 38 actinomicetos, dos quais 31 foram provenientes do
solo sob cultura de acéacia-negra com trés anos de idade e sete do solo sob formacao
secundaria de Mata Atlantica. Os isolados foram mantidos em meio ACA inclinado a

temperatura de 4°C.

Recuperacdo dos isolados de actinomicetos
Os isolados foram recuperados em caldo amido caseina e incubados por dez dias a

37°C. As culturas foram esgotadas em placas contendo meio ACA para confirmacdo da



pureza das coldnias (Fig. 2). Uma vez confirmada a pureza pela observacdo da colonia e

coloragdo de Gram, as amostras foram repicada em tubos contendo ACA inclinado.

Identificacédo dos actinomicetos

Os actinomicetos foram identificados pela observacdo morfoldgica, através da técnica
do microcultivo (Fig. 3) conforme descrito por Williams et al. (1989). Essa técnica possibilita
a observacdo do micélio aéreo e das estruturas reprodutivas, quando presentes, e do micélio

sobre o substrato.
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Figura 1. Isolamento dos actinomicetos em Figura 2. Esgotamento de Streptomyces sp.
meio ACA. O isolado com pigmentacdo laranja em meio ACA.

pertence ao género Micromonospora, € 0s

demais sdo do género Streptomyces.
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Figura 3. Técnica do microcultivo.



Avaliagdo da atividade enzimética

O potencial enzimatico dos actinomicetos foi avaliado para a produgdo das seguintes
enzimas extracelulares: amilase, caseinase, celulase, gelatinase, lipase e pectinase. Todos 0s
meios de cultura foram inoculados em picada e as placas incubadas nas temperaturas de 25,
30 e 37 e 45°C, e os tempos de incubacdo variaram entre cinco e 21 dias, conforme o
substrato.

A degradacdo do amido foi avaliada no meio agar amido (1% de amido, 0,5% de
peptona, 0,3% de extrato de carne, 0,05% de NaCl e 1,5% de agar). A hidrélise do amido foi
observada ap0s sete dias de incubacdo, através da adicao de lugol (1% de iodo e 2% de iodeto
de potassio). O amido reage com o iodo e fica com uma coloracdo escura, 0 que possibilita a
observacdo de halos transparentes ao redor dos microrganismos positivos (Fig. 4).

A atividade celulolitica dos isolados foi avaliada utilizando-se o meio de Tuncer
(0,5% de carboximetilcelulose, 0,6% de extrato de levedura, 0,01% de (NH,),SO4, 0,03% de
NacCl, 0,01% MgSQO, 0,002% de CaCOse 1,5% agar e 0,001% solucéo trago: 0,1% de FeSOy,
0,09% de ZnSO4 e 0,02% de MnSQO,). Apos cinco dias de incubacdo, foi adicionado o
corante vermelho congo 0,5% por 30 minutos, e as placas foram lavadas trés vezes com NaCl
1M. O vermelho congo tem afinidade com a celulose, e o NaCl retira o corante das regides
em que o substrato ndo foi hidrolisado (Fig. 5).

A atividade proteolitica foi avaliada com a utilizacdo dos substratos caseina e gelatina.
A degradacao da caseina foi observada em um meio contendo 10g de leite em pd desnatado
diluidos em 90mL de agua destilada, e 3g de agar em 97mL. Apds esterilizacdo em autoclave,
as duas solucdes foram misturadas e distribuidas nas placas de Petri. Apos 14 dias de
incubacdo, a formacdo de uma zona clara ao redor da coldnia indicou resultado positivo (Fig.
6). A degradacdo da gelatina foi avaliada em meio de cultura contendo 12% de gelatina, 0,5%

de peptona e 0,3% de extrato de carne. A presenca da enzima gelatinase foi observada apos
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20 dias de incubacdo. Nos tubos em que o meio de cultura ficou liquido apds ter sido
incubado a temperatura de geladeira por 24h, o actinomiceto foi classificado como positivo
para a enzima (Fig. 7).

A atividade lipolitica foi observada ap6s o crescimento dos isolados em meio de
cultura contendo 0,5% de peptona, 0,1% de extrato de levedura, 0,4% de NaCl, 1% de &gar,
2,5% 0leo de oliva e solugdo de rodamina B 0,001%. O 6leo de oliva foi esterilizado por
filtracdo em um sistema de membrana de 0,22um. A hidrélise do 6leo de oliva foi observada
sob luz ultravioleta com comprimento de onda de 350nm, apés cinco, sete, 14 e 21 dias de
incubacgdo. Foram observados halos de cor laranja ao redor dos actinomicetos que apresentam
a enzima, devido a presenca de rodamina B no meio de cultura, que emite fluorescéncia
laranja na presenca de acidos graxos (Fig. 8).

A degradacdo da pectina foi avaliada em meio TSA (&gar tripticaseina de soja) com
1% de pectina citrica. Para a avaliacdo da atividade pectinolitica, uma solucdo de lugol foi
adicionada sobre as placas de Petri incubadas por sete dias, para verificar a formacéo de halo

transparente ao redor da colonia (Fig. 9).
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Figura 4. Hidrolise do amido. Os cinco Figura 5. Hidrdlise da carboximetilcelulose.
isolados séo positivos para a enzima amilase. Os quatro isolados sdo positivos para
celulase.
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Figura 6. Hidrélise da caseina. Os isolados Figura 7. Hidrolise da gelatina. O tubo de
A3 12 e A3 13 sdo positivos para a caseinase. cima apresenta resultado positivo.
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Figura 8. Hidrélise do 6leo de oliva. Os Figura 9. Hidrolise da pectina. Os dois
isolados positivos para lipase estdo marcados isolados so positivos para pectinase.

com flechas.

Avaliacao da atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada pela técnica da dupla camada.
Os actinomicetos foram inoculados com agulha de platina, em picada, sobre placas de Petri
contendo meio de cultura ACA e incubados por dez a 14 dias em temperatura de 30°C. Apos
o crescimento, 1mL de uma suspensdo em caldo tripticaseina de soja (TSB) de bactérias-alvo
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com aproximadamente 10® unidades formadoras de colénia (UFC) por mL (conforme a
diluicdo 0,5 na escala de MacFarland) foi inoculada em 9mL de &gar Mueller-Hinton fundido,
e este vertido sobre as culturas nas placas. As placas foram incubadas por 24h na temperatura
6tima para cada microrganismo (30°C para bactérias fitopatogénicas e 37°C para bactérias de
importancia clinica), e a presenca de compostos antimicrobianos foi verificada pela
observacdo de halos transparentes ao redor dos actinomicetos, indicando auséncia de
crescimento bacteriano. Os ensaios foram realizados em duplicata.

Foram testadas 11 bactérias, sendo que cinco sdo Gram positivas e seis sao Gram
negativas (Tab. 1). As bactérias fitopatogénicas foram cedidas pelo Departamento de
Fitotecnia da Faculdade de Agronomia (UFRGS), e as demais bactérias sdo de importancia

clinica e pertencem a colecao do laboratorio de bacteriologia.

Tabela 1. Bactérias testadas na avaliacdo da atividade antimicrobiana

Bactérias Gram positivas Bactérias Gram negativas

Bacillus subtilis ATCC 19659 Escherichia coli ATCC 25922
Enterococcus faecium** Pectobacterium brasiliensis*

Listeria innocua ATCC 33090 Pseudomonas aeruginosa ATCC 15422
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Ralstonia solanacearum*

Staphylococcus aureus MRSA ATCC 33591  Xanthomonas axonopodis pv. citri*

Xanthomonas campestris pv. campestris*

ATCC - American Type Culture Collection; *Departamento de Fitotecnia, Faculdade de Agronomia (UFRGS);
**|_aboratorio de Microbiologia Ambiental, Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Basicas da

Saude (UFRGS).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A identificacdo através das observacGes das caracteristicas morfologicas dos
actinomicetos, pela técnica do microcultivo, possibilitou a classificagdo em nivel de género.
Ocorreu o predominio do género Streptomyces (Fig. 10), com 84,2% (n=32) dos isolados. Os
demais foram identificados como Micromonospora (Fig. 11), com 7,9% (n=3), Nocardia (Fig.
12) (2,6%) (n=1) e Terrabacter (Fig. 13) (2,6%) (n=1) e um isolado ndo foi possivel
identificar baseando-se nas caracteristicas morfolégicas das estruturas. Segundo Basilio et al.

(2003) os géneros de actinomicetos mais comumente isolados, principalmente de solo, sdo

Streptomyces e Micromonospora.

m m
S S
> >
S g
8 8
Figura 10. Streptomyces Figura 11. Micromonospora
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Figura 12. Nocardia sp. Figura 13. Terrabacter sp.
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No solo sob cultura de acécia-negra 96,8% (n=30) dos isolados pertencem ao género
Streptomyces, e somente um isolado foi classificado como Micromonospora (3,2%). No solo
sob Mata Atlantica ocorreram 0s géneros Streptomyces (28,6%, n=2), Micromonospora
(28,6%, n=2), Nocardia (14,3%, n=1), e Terrabacter (14,3%, n=1). Os valores de pH de
ambos os solos foram determinados no estudo de Damasceno et al. (2008), e corresponderam
a pH 5,8 no solo sob acécia-negra, e pH 6,0 no solo sob Mata Atlantica. De acordo com
Suzuki et al. (1994), o género Streptomyces tem ampla distribuicdo em solos com valores de
pH entre 5,0 e 8,5.

Suzuki et al. (1994), no estudo da distribuicdo de actinomicetos em varios tipos de
solo do Japéo (regido de Kanto e regido subtropical), afirmaram que na regido de Kanto os
estreptomicetos representaram mais de 50% do total de actinomicetos de todos os solos
avaliados. No solo sob campo, o percentual de estreptomicetos foi de 80%. Na regido
subtropical, os estreptomicetos predominaram em todos os tipos de solo com valores médios
de 52 a 68% do total de actinomicetos. O género Micromonospora ficou em segundo lugar no
solo sob floresta subtropical (22%), e nocardioformes representaram 10 a 14% do total em
todas as amostras de solo. Conforme Xu et al. (1996), o género Streptomyces no solo
provavelmente desempenha as funcbes ecoldgicas mais importantes, representando mais de

90% do total dos actinomicetos.

Deve-se levar em consideracdo que a prevaléncia do género Streptomyces nas
amostras de solo avaliadas talvez tenha se devido aos procedimentos de cultivo utilizados. Os
meios de cultura, temperatura e tempo de incubacdo podem ter favorecido o crescimento

desses microrganismos, subestimando a real diversidade presente nesses ambientes.
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Nos ensaios de atividade enzimatica, foi avaliado o percentual de isolados capazes de
hidrolisar os diferentes substratos testados. Esses isolados foram comparados nas quatro

temperaturas testadas para o crescimento (25, 30, 37 e 45°C), para cada enzima (Fig. 14).
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Figura 14. Porcentagem de isolados positivos para as enzimas extracelulares nas
temperaturas de 25, 30, 37 e 45°C.

Foi verificado que a temperatura de incubacdo dos isolados interferiu na capacidade
de producdo das enzimas e que esta variacdo foi especifica para cada atividade enzimatica.
Com excecdo da lipase e gelatinase, as enzimas apresentaram atividade em todas as
temperaturas de incubacédo testadas.

Segundo Gomes et al. (2007), existe uma estreita relacdo entre o nicho ocupado por
um microrganismo e as caracteristicas de suas enzimas intra e extracelulares. Deve-se entdo
levar em consideracdo que os actinomicetos isolados de solo sdo mesofilos, cuja temperatura

de crescimento varia de 10 a 50°C, apresentando a temperatura étima entre 25 e 40°C.
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O percentual de isolados positivos para a enzima amilase aumentou a medida que a
temperatura de incubagdo aumentou de 25 a 37°C, no entanto diminuiu consideravelmente a
temperatura de 45°C. Segundo Sivaramakrishnan et al. (2006), a influéncia da temperatura na
producdo de amilase esté relacionada com o crescimento do organismo. Entdo, a temperatura
6tima vai depender se o microrganismo é mesofilico ou termofilico. A maior parte dos
estudos de producdo de amilase com fungos mesofilicos tem sido feita em temperaturas que
variam de 25 a 37°C (Ramachandran et al. 2004, Francis et al. 2003). A producdo de amilase
em nivel 6timo tem sido relatada entre 50-55°C para culturas de fungos termofilicos (Jensen
& Olsen 1992, Bunni et al. 1989). Amilases bacterianas sdo produzidas numa faixa muito
mais ampla de temperatura. Bacillus spp. produzem a-amilase em temperaturas que variam
de 37 a 60°C (Syu & Chen 1997, Mielenz 1983). Segundo alguns autores, microrganismos
hipertermdéfilos produziram a-amilase a 80°C, e um psicréfilo da Antartica obteve producao
méaxima de a-amilase a 4°C (Vieille & Zeikus 2001, Feller et al. 1998).

A atividade celulolitica aumentou levemente na temperatura de 25 para 30°C, ndo
diferiu de 30 para 37°C e diminuiu a 45°C. Al-Tai et al. (1989) relataram bom crescimento
de uma espécie de Streptomyces a 28, 37 e 48°C, em diferentes concentracfes de CMC.
Pankratov & Dedysh (2009) confirmaram que estreptomicetos psicrotréficos isolados de
turfeira sdo capazes de degradar a celulose em baixas temperaturas (5, 15 e 25°C). A
temperatura Otima para hidrolise da celulose foi 25°C, e a hidrélise diminuiu com a
diminuicdo da temperatura.

A atividade das proteases diferiu conforme o substrato utilizado. A expressdo da
caseinase aumentou conforme o aumento da temperatura, portanto mais isolados foram
positivos para caseinase a 45°C. Além do aumento do nimero de isolados, p6de-se observar
um aumento no tamanho dos halos de degradacdo. Dastager et al. (2008) avaliaram a

atividade proteolitica de uma espécie de Streptomyces em meio contendo caseina. A enzima

17



apresentou atividade numa faixa de temperatura de 27 a 55°C, com atividade 6tima a 45°C. A
hidrélise da gelatina foi maior a 25°C, e nenhum isolado foi capaz de hidrolisar a gelatina a
37 nem 45°C.

A atividade lipolitica foi maior a 30°C, e nenhum isolado degradou o 6leo de oliva a
45°C. A faixa de temperatura 6tima para producao de lipase por microrganismos mesofilos é
ampla, geralmente entre 30 e 60°C (Lotti & Alberghina 2007).

A hidrolise da pectina ndo diferiu de 25° para 30°C, e diminuiu com o aumento da
temperatura. De acordo com Gummadi et al. (2007), em geral, a temperatura 6tima para
atividade de pectato liases é na faixa de 30 a 40°C. Entretanto, certas pectato liases de
microrganismos termofilos apresentam temperatura 6tima entre 50 e 75°C. A temperatura
Otima da maioria das pectinesterases varia entre 40 e 60°C. Phutela et al. (2005) descreveram
a producdo de pectinases com atividade maxima a 60°C pelo fungo termotolerante
Aspergillus fumigatus.

Espera-se que microrganismos termofilos produzam enzimas extracelulares capazes
de tolerar uma temperatura correspondente a, no minimo, aquela 6tima para seu crescimento,
ou seja, acima de 45°C (Gomes et al. 2007). De acordo com Hang & Woodams (1993), um
fato interessante € que, mesmo entre os fungos mesofilos, que crescem entre 28 e 32°C, é
possivel encontrar enzimas que atuam em temperaturas até 30°C acima da temperatura
méaxima de crescimento do microrganismo produtor.

Todos os isolados apresentaram atividade para pelo menos uma das enzimas testadas,
nas quatro diferentes temperaturas de incubagdo, com excecdo de sete isolados que ndo sdo
capazes de crescer na temperatura de 45°C: quatro pertencentes ao género Streptomyces, uma
Nocardia, um Terrabacter e o isolado ndo identificado.

O isolado A3 3 (Tab. 2 e 3), pertencente ao género Streptomyces, foi positivo para

todas as enzimas testadas nas temperaturas de 25, 30 e 37°C (exceto para gelatinase, que nao
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foi expressa a 37°C). Na temperatura de 45°C, cinco isolados do género Streptomyces foram
positivos para amilase, caseinase, celulase e pectinase. A gelatinase e a lipase ndo foram
expressas a 45°C.

Rodrigues (2006) observou que 0 género Streptomyces apresentou 0 maior nimero de
isolados com atividade enzimaética, e apenas nos meios com gelatina, pectina e dleo de oliva
houve um menor nimero de isolados com as enzimas correspondentes.

Devido a capacidade de degradar diversos substratos, esses isolados apresentam

potencial biotecnologico e podem ser alvos de futuros estudos.

A atividade antimicrobiana foi testada com bactérias fitopatdgenas e de importancia
clinica.

Dentre as fitopatdgenas, Xanthomonas axonopodis foi inibida por 89,5% dos
actinomicetos e X. campestris por 84,2% (Fig. 15 e 16). Nenhum dos isolados foi capaz de
produzir um composto capaz de inibir Pectobacterium brasiliensis e Ralstonia solanacearum

(Tab. 3).
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Figura 15. Inibicio de Xanthomonas Figura 16. Inibicdo de Xanthomonas
axonopodis. O isolado marcado com uma campestris. Os quatro isolados
flecha ndo apresentou atividade apresentaram atividade antimicrobiana.

antimicrobiana.
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Das bactérias de interesse clinico, as mais sensiveis foram as Gram positivas (Tab. 2),
principalmente Listeria innocua, inibida por 73,7% dos isolados (Fig. 17), e Staphylococcus
aureus, por 73,3% (Fig. 18). O Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) foi
inibido por 52,6% dos isolados (Fig. 19). Dentre as Gram negativas, poucos isolados foram
capazes de inibir Escherichia coli (10,5%) (Fig. 20), e nenhum isolado apresentou atividade

contra Pseudomonas aeruginosa (Tab. 3).

"2I0JNE \/ :9JU0S
"BIOINE Y 930S

Figura 17. Inibicdo de Listeria Innocua Figura 18. Inibicdo de Staphylococcus
pelos cinco isolados. aureus por dois isolados.
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Figura 19. Inibicao de Staphylococcus Figura 20. Inibi¢do de Escherichia coli
aureus MRSA por dois isolados por um isolado (flecha).

(flechas).
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Tabela 2. Atividade antimicrobiana de actinomicetos de solo contra bactérias Gram positivas.

Isolados Bacillus Enterococcus Listeria Staphylococcus  Staphylococcus
subtilis faecium innocua aureus aureus MRSA
A31-S + - + + -
A32-S + + + + +
A33-S + + + + +
A34-S + + + + +
A35-S - + + + -
A36-S + + + + +
A37-S + + + + +
A38-S + + + + +
A39-S - - - - -
A310-S - - - - -
A311-S - + + + +
A312-S + - - - -
A313-S - - - - -
A3 14-M - - - - -
A315-5S i + + + +
A316-S - + + + +
A317-S - + + + +
A318-S - - + + -
A319-S + - + + -
A320-S + - + + -
A321-S + + + + -
A322-S + + + + +
A323-S + - + + +
A324-S + + + + +
A325-S + + + + +
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A326-5S + - + + +

A327-S + + + + +
A328-S + + + + +
A329-S - - + + -
A330-S - + + + +
A331-S + + + + +
MS2-S - - + - -
MS3-S + + + + +
MS4-N = - - - -
MS5- NI - - - + -
MS 6-M - - - - -
MS7-T - - - + -
MS 8- M - - - - -
Percentual de 55,3% 52,6% 73,7% 73,3% 52,6%

Isolados Positivos

Em destaque, os isolados positivos para todas as bactérias testadas. A3 = Isolados de acécia-negra com 3 anos
de idade; MS = Isolados de mata secundéria; S = Streptomyces; M = Micromonospora; N = Nocardia; NI = ndo-

identificado; T = Terrabacter; (+) = atividade antimicrobiana positiva; (—) = atividade negativa.

Tabela 3. Atividade antimicrobiana de actinomicetos de solo contra bactérias Gram negativas.

Isolados Escherichia ~ Pectobacterium  Pseudomonas Ralstonia Xanthomonas ~ Xanthomonas
coli brasiliensis aeruginosa solanacearum axonopodis campestris
A31-S - - - - + +
A32-S - - - - + +
A33-S + = = = + +
A34-S - - - - + +
A35-S - - - - + +
A36-S - - - - + +
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A37-S

A38-S

A39-S

A310-S

A311-S

A312-S

A313-S

A3 14 - M

A315-S

A316-S

A317-S

A318-S

A319-S

A320-S

A321-S

A322-S

A323-S

A324-S

A325-S

A326-S

A327-S

A3 28-S

A329-S

A330-S

A331-S

MS2-S

MS3-S

MS 4-N

MS 5 - NI

MS6-M

+
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MS7-T = = - - + =

MS8-M - - - - + -
Percentual 10,5% 0% 0% 0% 89,5% 84,2%
de Isolados

Positivos

Em destaque, os isolados positivos para 3 bactérias testadas. A3 = Isolados de acacia-negra com 3 anos de
idade; MS = Isolados de mata secundaria; S = Streptomyces; M = Micromonospora; N = Nocardia; NI = néo-

identificado; T = Terrabacter; (+) = atividade antimicrobiana positiva; (—) = atividade negativa.

Verificou-se que 14 isolados, todos do género Streptomyces, inibiram todas as
bactérias Gram positivas testadas. Outros autores também verificaram uma alta taxa de
inibicdo de bactérias Gram positivas por Streptomyces e por outros géneros de actinomicetos
produtores de substancias bioativas (Basilio et al. 2003, Rodrigues 2006). Nenhum isolado
foi capaz de inibir todas as Gram negativas. Quatro isolados do género Streptomyces inibiram
trés bactérias Gram negativas, entre elas Escherichia coli. A baixa atividade contra bactérias
Gram negativas pode estar associada a estrutura complexa da membrana externa (Rodrigues
2006).

Somente dois isolados, ambos do género Micromonospora, nao apresentaram
atividade antimicrobiana contra nenhuma das bactérias testadas.

Os antimicrobianos produzidos pelos actinomicetos contra o isolado de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é um resultado significativo. As cepas
de MRSA rapidamente se disseminam em ambientes hospitalares, limitando a
antibioticoterapia de combate as estafilococcias por S. aureus aos glicopeptideos
vancomicina e teicoplanina (Santos et al. 2007). Portanto, os isolados capazes de inibir a cepa
de MRSA podem ser estudados futuramente, visando a descoberta de novos e mais eficientes

antibiéticos.

24



CONCLUSAO

Os actinomicetos do género Streptomyces foram predominantes nas amostras de solo
analisadas. Todos os isolados hidrolisam pelo menos um dos substratos testados,
evidenciando a producdo de uma grande quantidade de metabdlitos. Mais de 80% dos
isolados inibiram Xanthomonas sp., e dentre as bactérias de importancia clinica, as mais
sensiveis foram as Gram positivas. Os isolados que inibiram o maior nimero de bactérias
podem ser alvos de futuros estudos visando a caracterizacdo dos compostos com atividade

antimicrobiana.
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