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RESUMO

A compostagem € um processo bioldgico natural de degradacéo da
matéria organica realizado espontaneamente no ambiente pelos
microrganismos. Entre estes microrganismos os actinomicetos sdo bactérias
Gram-positivas com grandes concentracbes de G+C em seu DNA. Os
actinomicetos sao responsaveis pela decomposicao de residuos complexos em
leira de compostagem. Eles sao bastante conhecidos devido a sua capacidade
de produzir inumeros compostos bioquimicamente ativos como: antibidticos,
vitaminas e enzimas. O objetivo desse trabalho foi isolar e identificar
actinomicetos de processo de compostagem e avaliar a sua capacidade de
sintetizar enzimas extracelulares e metabdlitos ativos contra bactérias e
leveduras patogénicas. Foram realizadas 10 coletas em uma leira de
compostagem composta de residuos domésticos. Os isolados foram
identificados através de microbiologia classica utilizando analise morfolégica
das estruturas reprodutivas e provas bioquimicas. A atividade enzimatica foi
avaliada utilizando amido, carboximetilcelulose, tween 80, caseina, pectina,
oleo de oliva e gelatina como substrato. Foram isolados 195 actinomicetos com
predominio dos géneros Streptomyces sp. (66,1%) e Nocardia sp. (25,1%). Na
avaliagado da atividade bioativa contra bactérias e leveduras patogénicas 47,1%
dos isolados produziram substancias inibitorias, destes 31,1% dos isolados
inibiram mais de um microrganismo patogénico. As bactérias Gram-positivas
mostraram-se mais sensiveis aos metabdlitos produzidos pelos actinomicetos.
O género Streptomyces foi o que apresentou o maior numeros de isolados
produtores de metabdlitos bioativos Dentre os substratos avaliados o amido foi
hidrolisado por 98% dos isolados e a pectina 26%, caracterizando um perfil
enzimatico heterogénio deste grupo de microrganismos. Streptomyces foi
género que apresentou a melhor atividade com todos os substratos avaliados.

! Dissertagdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Microbiologia Agricola e do
Ambiente. Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre,
RS, Brasil.(119p.) Abril, 2006.



IDENTIFICATION, PRODUCTION BIOACTIVE METABOLITES AND
COMPLEX ENZYMATIC ISOLATED OF ACTINOMYCETES

Author: Katiane Rodrigues’
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ABSTRACT

Composting is a natural process biological developed by microorganisms
that decomposition complex organic residues. Among these microorganisms are
the actinomycetes are Gram positive bacteria with a high concentration of C+G
in it's genome. Actinomycetes are responsible for the decomposition of complex
residues in the composting pile. They are very well known by their capacity to
produce many biochemically active compounds like antibiotics, vitamins and
enzymes. The aim of this work was to isolate and identify actinomycetes form a
composting process and to assess their capacity to synthesize extracelular
enzymes and secondary metabolites active against pathogenic bacteria and
yeasts. Ten samples were collected during all the process and actinomycetes
were isolated. The isolates were identified using morphologic description of the
reproductive structures followed by biochemical tests. Enzymic activity was
assessed using starch, carboximethilcellulose, tween80, casein, pectin, olive oil,
and gelatin as substrates. From the composting pile 195 actinomycetes isolates
were isolated and identified . The prevailing genera were Streptomyces sp.
(66,1%) and Nocardia sp.(25,1%). Evaluating the production of bioactive
metabolites 47,6% of the isolates produced some inhibitory substance against
pathogenic microorganisms and out of this 31,1% of the isolates inhibited more
then one microorganism. More generally de Gram positive bacterias were more
sensitive to the action of the metabolites. The genus Streptomyces was the most
common isolate to produce bioactive metabolites. Among the substrates starch
was hidrolyze by 98% of the isolates and pectin by 26% showing a very
heterogen pattern. Streptomyces was the genus that present the best activity
with all the substrates used.

'Master of Science dissertation in Agricultural Microbiology, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre. RS, Brazil. (119p.) April, 2006.



SUMARIO

1.INTRODUCAO

2.REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Compostagem
2.2. Actinomicetos
2.3. Actinomicetos em processo de compostagem
2.4. |dentificagdo e classificagdo dos actinomicetos
2.5. Metabdlito secundario
2.5.1. Antibidticos

2.5.2. Actinomicetos produtores de substancias bioativas
2.6. Actinomicetos produtores de enzimas com potencial biotecnolégico
2.6.1. Amilases
2.6.2. Celulases
2.6.3. Esterases
2.6.4. Lipases
2.6.5. Pectinases
2.6.6. Proteases

3.MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta das amostras

3.2. Isolamento dos actinomicetos

3.3. Recuperagao da amostra congelada

3.4. Coloragao de Gram

3.5. Identificacdo morfoldgica

3.6. Identificacao bioquimica
3.6.1. Crescimento sobre uma unica fonte de carbono
3.6.2. Crescimento sobre uma unica fonte de nitrogénio
3.6.3. Determinacgao da deoxiribonuclease (DNAse)
3.6.4. Degradacgéao da esculina
3.6.5. Produgao de gas sulfidrico
3.6.6. Crescimento em diferentes concentragdes de NaCl
3.6.7. Reducao de nitrato
3.6.8. Degradacéo da tirosina
3.6.9. Degradacgao da uréia
3.6.10. Degradagao da xantina
3.6.11. Pigmentacao

01

03
03
06
09
10
14

16
16
18
18
19
21
22
24
26

27
27
28
28
29
29
30
30
31
32
33
33
33
33
34
34
34
35



3.6.11.1. Cor da massa de esporos
3.6.11.2. Cor do micélio sobre o substrato
3.6.11.3. Producao de melanina
3.7. Atividade enzimatica
3.7.1. Degradacgao do amido
3.7.2. Avaliacao da atividade celulolitica (carboximetilcelulose)
3.7.3. Avaliacao da esterase
3.7.4. Degradacao da gelatina
3.7.5. Atividade lipolitica
3.7.6. Atividade pectinolitica
3.7.7. Atividade da caseinase
3.8. Atividade antimicrobiana dos isolados
3.8.1. Microrganismos testados para atividade biocida

4. RESULTADOS
4.1 Isolamento e identificagdo morfologica dos actinomicetos
4.2. Identificagdo bioquimica dos actinomicetos
4.3. Avaliagao da atividade biocida dos isolados do processo de
compostagem
4.4. Avaliagao da atividade enzimatica dos actinomicetos

5. DISCUSSAO
5.1. Identificacdo bioquimica dos isolados
5.2. Atividade antimicrobiana
5.3. Atividade enzimatica
5.3.1. Amilase
5.3.2. Proteases
5.3.3. Celulases
5.3.4. Esterases e Lipases
5.3.5. Pectinases

6. CONCLUSOES
7. PERSPECTIVAS
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

9. APENDICES
9.1.Meios de cultura utilizados para o isolamento e identificagao dos
actinomicetos
9.1.1. Agar amido caseina
9.1.2 . Meio base para a utilizagado de fontes de carbono
9.1.3. Meio base para a utilizagao de fontes de nitrogénio
9.1.4. Meio para a degradag&o do amido
9.1.4.1. Meio para a degradagao do amido em pH 10
9.1.5. Meio para a degradacgéo da caseina
9.1.6. Agar esculina
9.1.7. Agar gelatina

35
35
35
36
36
36
37
37
37
38
38
38
39

41
42

68
76

79
79
84
89
89
90
92
93
94

95
96
97

98

113

113
113
113
114
115
115
115
115
115



9.1.8. Meio para a producéao de gas sulfidrico 116

9.1.8.1. Caldo nutriente 116
9.1.9. Caldo NaCl 7,10,13% 116
9.1.10. Caldo Nitrato 116
9.1.11. Meio basal para a degradacgao da tirosina 116
9.1.12. Meio basal para a degradagéo da xantina 116
9.1.13. Agar (glicerol asparagina 117
9.1.14. Agar Sais Minerais 117
9.1.15. Agar Tirosina 117
9.1.16. Meio de Tuncer (atividade para a carboximetilcelulose) 118
9.1.17. Meio para a atividade lipolitica 118
9.1.18. Meio para a atividade da esterase 119

9.1.19. Agar Sabouraud 119



TABELA 1

TABELA 2

TABELA 3

TABELA 4

TABELA 5

TABELA 6

TABELA 7

TABELA 8

TABELA 9

RELACAO DE TABELAS

Microrganismos patogénicos testados na avaliagdo da atividade
antimicrobiana dos actinomicetos

Caracteristicas bioquimicas baseado na degradacdo de
substratos, crescimento em diferentes concentragdo de sais e
produgcao de pigmentos das amostras isoladas de processo de
compostagem da Usina de Compostagem da Lomba do
Pinheiro

Caracteristicas bioquimicas baseadas na utilizacdo de
diferentes fontes de carbono e nitrogénio das amostras isoladas
de processo de compostagem da Usina de Compostagem da
Lomba do Pinheiro

Distribuicdo dos isolados identificados nos diferentes grupos de
actinomicetos segundo Williams et al. (1983a)

Distribuicdo dos géneros produtores de compostos biocidas
testados contra bactérias e leveduras de importancia clinica

Distribuicdo da atividade antimicrobiana dos grupos de
actinomicetos, representados em numeros absolutos contra
bactérias Gram—positivas

Distribuicdo da atividade antimicrobiana dos grupos de
actinomicetos, representados em numeros absolutos contra
bactérias Gram-negativas

Porcentagem dos diferentes géneros de actinomicetos que
apresentaram atividade enzimatica utilizando diferentes
substratos

Perfil enzimatico dos grupos de actinomicetos identificados e
mais os géneros Terrabacter e Nocardiopsis representados em
numeros percentuais

40

48

58

67

73

74

75

77

78



FIGURA 1

FIGURA 2

FIGURA 3

RELACAO DE FIGURAS

Areas de inibicdo produzidas por isolado pertencente ao
género Streptomyces contra Yersinia enterocolitica

Halo de inibicdo demonstrando a atividade biocida de um
isolado do grupo 225 contra (a) Staphylococcus aureus, (b)
Streptococcus pyogenes e (c) Bacillus cereus

Isolado do grupo H com atividade biocida contra (d)
Criptococcus neoformans, (e) Candida albicans e (f)
Spreptococcus pyogenes

68

71

72



RELACAO DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

p= velocidade especifica de crescimento
a= alfa

B= beta

+ = mais ou menos

(-) = negativo

(+) = positivo

ML = microlitro

ATCC = American Type Culture Collection
cm = centimetro

DNA = &cido desoxirribonucléico

DNAse = enzima que digere o acido desoxirribonucléico
g/L = grama por litro

h= horas

HCI=4cido cloridrico

g/mL = grama por mililitro

Kg= quilograma

M = molar
min= minuto
mL = mililitro

mm = milimetro

NaCl= cloreto de sédio

n° = numero

N= normalidade

nm = nanémetro

pH= potencial hidrogeniénico

°C = graus Celsius

r.p.m. = rotacdes por minuto

Sp. = espécie

Spp. = espécies

TSA = agar triptona de soja

TSB = caldo triptona de soja

UFC = unidades formadoras de coldnia
UFC/g = unidades formadoras de col6nia por grama
UV=ultravioleta

(x)= vezes



1. INTRODUCAO

A crescente producdo de residuos nas grandes cidades devido as
atividades industriais, comerciais e agricolas, causam sérios problemas
ambientais. A producado exagerada desses residuos, bem como o tratamento
inadequado dos mesmos vem contaminando o solo, o ar e a agua. Em virtude
dos crescentes desastres ecoldgicos, existe uma constante preocupagéo com o
tratamento dos residuos produzidos.

As estratégias de manejo dos residuos como o reaproveitamento e
reciclagem reduzem a quantidade de residuos solidos gerados, aumentando a
ciclagem e recuperagcao dos mesmos. Técnicas alternativas para o tratamento
dos residuos, como a compostagem, proporcionam um destino final util aos
compostos organicos.

A compostagem é um processo natural, aerébio, desenvolvido por uma
populacao diversificada de microrganismos, os quais decompdéem a matéria
organica em nutrientes simples. Na agricultura, o composto organico
proporciona o desenvolvimento das plantas, ampliando a capacidade das

mesmas de absorver agua e nutrientes do solo, aumentam a capacidade do



solo em reter agua, proporcionando uma melhor conservagao do solo e da agua
e melhoram a disponibilidade de nutrientes os quais podem ser usados como
corretivos da acidez.

Dentre os inumeros grupos microbianos que participam do processo
de compostagem, os actinomicetos sdo bactérias Gram-positivas
predominantemente filamentosas que em leiras de compostagem
desempenham importantes fungbes degradando compostos de dificil
decomposicdo, como a lignocelulose, lignina, celulose, entre outros materiais
recalcitrantes.

Estes microrganismos, especialmente o género Streptomyces possuem a
capacidade de sintetizar muitos metabdlitos secundarios ativos diferentes
biologicamente, como antibidticos, herbicidas, pesticidas, antiparasiticos, além
de enzimas como amilases, celulases, lipases, xilanases. Destes compostos os
antibidticos se destacam devido a sua importancia comercial e terapéutica.

Portanto o objetivo desse trabalho foi identificar os grupos prevalentes de
actinomicetos isolados de processo de compostagem, avaliar a atividade
biocida destes contra bactérias e leveduras com relevancia clinica e verificar a
producdo de enzimas extracelulares visando o potencial biotecnoldgico destes

isolados.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Compostagem

A compostagem é um processo bioldgico natural de degradacdo da
matéria organica realizado no ambiente pelos microrganismos aerobios. A
metabolizacdo destes compostos organicos resulta na mineralizagdo e
humificagdo. Pois os microrganismos utilizam a matéria organica como fonte de
carbono e nitrogénio (Hartlieb et al., 2001). A decomposi¢cao biolégica e a
estabilizagcao de substancias organicas em condigdes controladas produzem um
produto final estavel, o qual pode ser aplicado no solo com grandes beneficios
(Madejon et al., 2002). Segundo Barrington et al. (2002) a compostagem € um
dos poucos processos bioldgicos capaz de estabilizar residuos organicos. Neste
processo de estabilizagdo ocorre a eliminagdo da maioria dos microrganismos
patogénicos ao homem, reduzindo-se consideravelmente a emissao de odor,
através da reducéao dos niveis de hidrocarbonetos biodegradaveis.

Pelo fato de se tratar de um processo aerdbio, os microrganismos
caracteristicos durante este processo sdo aerdbios ou anaerébios facultativos.
(Weppen, 2001). Os microrganismos transformam a matéria organica em COy,

biomassa, calor e um produto final semelhante a humus. A capacidade dos



microrganismos em assimilar a matéria orgénica rica em proteinas,
carboidratos, lipidios e ligninas depende da sua habilidade em sintetizar as
enzimas necessarias para a degradacgao dos substratos (Tuomela et al., 2000).

A matéria organica decomposta através do metabolismo microbiano, pela
acao de enzimas como proteases, lipases, pectinases e celulases (Wei et al.,
2000) podem reduzir a metade o volume inicial do material durante o processo
(Gomez, 1998). Desta maneira a compostagem proporciona uma redugao de
residuos, bem como a continuidade do ciclo biolégico podendo retornar ao solo
minerais e outras substancias que foram retiradas durante os cultivos agricolas
(Bertoldi,1995; Jahnel et al.,1999).

Segundo Fogarty e Tuovimen (1991), a compostagem esta dividida
em quatro estagios microbianos relacionados com a temperatura: fase dos
psicrofilos, fase dos mesdfilos, fase dos termdfilos e a fase final de maturagao.
Com as mudancgas na temperatura, ocorrem alteragdes relativas na composicao
da populagao microbiana.

A duragdo de cada estagio na compostagem depende da natureza da
matéria organica em decomposicado e da eficiéncia do processo. O material a
ser compostado no inicio do processo encontra-se a temperatura ambiente,
sendo levemente acido. As fontes de carbono soluveis facilmente degradaveis
como 0s monossacarideos, o amido e os lipidios sdao consumidos pelos
microrganismos na primeira fase do processo e o pH diminui pela formacao de
acidos organicos.

No préoximo estagio os microrganismos degradam proteinas,

liberando assim aménia provocando o aumento do pH. Apds a exaustdo das



fontes de carbono mais facilmente degradaveis, os compostos mais complexos
como a celulose e a lignina sao parcialmente transformados em humus
(Tuomela et al., 2000).

A primeira fase, psicréfila, caracteriza-se por apresentar
temperaturas entre 10°C e 25°C podendo durar 1 ou 2 dias e nela os
microrganismos metabolizam compostos soluveis de facil degradacdo. Com o
aumento da atividade metabdlica ha liberacdo de energia e aumento na
temperatura no interior da leira. A fase mesofilica é alcangcada com
temperaturas entre 25°C e 45°C e o processo de transformacdo da matéria
organica continua com o aumento da temperatura até atingir a fase termofilica.
Esta fase, caracterizada por temperaturas mais altas (45°C a 65°C) acontece a
maior taxa de degradacdo dos compostos podendo durar varias semanas
(Fogarty & Tuovimen, 1991). Nesta fase ocorre a eliminagdo dos
microrganismos patogénicos e ocorre a predominancia de actinomicetos e
fungos filamentosos, os quais sao responsaveis pela degradacdo dos
substratos quimicamente mais complexos.

Apos a fase ativa de degradagao ou bioestabilizagao ocorre a fase de
maturagao, ha um decréscimo da temperatura devido a diminui¢do da atividade
microbiana e a recolonizagdo da comunidade microbiana mesofilica (Fogarty &
Tuovimen,1991). O composto pode ser aplicado diretamente em culturas

anuais, perenes e semiperene.

2.2. Actinomicetos



Os actinomicetos compreendem um grupo heterogéneo de bactérias
filamentosas que filogeneticamente pertencem ao ramo das bactérias Gram
positivas. A diversidade morfolégica dos actinomicetos esta baseada
primeiramente nas suas estratégias reprodutivas as quais levam a formacéao de
uma variedade de estruturas de esporos, como artrésporos em Streptomyces,
enddsporos dos Thermoactinomyces, aleuriésporos caracteristicos do género
Micromonospora e 0s zodsporos moveis como em  Oerskovia,
Geodermatophilus e Kitasatoa (Ensign, 1978).

Os esporos de Streptomyces sdo poucos resistentes ao calor, sendo
metabolicamente menos ativos do que as células vegetativas, porém, possuem
enzimas e sintetizam substratos enddégenos e exdégenos. Os enddsporos dos
Thermoactinomyces apresentam morfologia semelhante quanto a estrutura dos
esporos dos Bacillus, contendo grandes quantidades de ions calcio e magnésio,
além de acido dipicolinico.

Os membros da familia Actinoplanacea caracterizam-se por
apresentarem esporos moveis dentro de um esporangio. Os membros desta
familia dividem-se em dois grupos: um grupo caracteriza-se por apresentar um
esporangio esférico contendo milhares de esporos e o segundo grupo produz 3
ou 4 esporos dentro de um esporangio semelhante a dedos.

Estes microrganismos sao aerobios, sendo que alguns géneros sao
facultativos ou anaerdbios obrigatorios. Metabolicamente podem ser
autotroficos, heterotroficos, quimiotréficos ou fototréficos (Kennedy, 1999).
Estdo amplamente distribuidos na natureza, sendo encontrados em varios

habitats, como na agua, plantas em decomposi¢do, nédulos de raizes das



plantas, sedimentos, lodo ativado, fezes de animais e produtos alimenticios,
porém o seu habitat principal € o solo (McCarthy & Williams, 1990). Kennedy
(1999) em seus estudos afirmou que 30% da populagédo total de
microrganismos no solo correspondem aos actinomicetos. Segundo Iwai &
Takahashi (1992) 80% dos actinomicetos do solo ocorrem na camada mais
superficial (0-10cm), diminuindo progressivamente com a profundidade. A
ocorréncia de actinomicetos em ambientes aquaticos pode estar associada a
lixiviacdo do solo.

A grande diversidade microbiana e em particular a populagado de
actinomicetos que ocorre em habitats naturais, pode muitas vezes ser alterada
pela atividade do homem através do uso de compostos quimicos. Favorece-se
assim a predominancia de determinados actinomicetos como o género
Nocardiopsis isolado de solos tratados com clordane ou provoca-se a
prevaléncia de Nocardia e Micromonospora em solos enriquecidos com lodo
ativado (Orchard & Goodfellow, 1980; Percich & Lockwood, 1978).

Os actinomicetos sdo essenciais na decomposi¢cao dos compostos
organicos e dos poluentes ativos na natureza (Groth et al., 1999), degradando
materiais organicos no solo, incluindo a lignina e outros polimeros
recalcitrantes.

Os actinomicetos em geral e em particular o género Streptomyces
sao conhecidos por possuir muitas espécies que podem inibir o
desenvolvimento de alguns fitopatégenos “in vitro”, atuando como antagonistas

de fungos e outros microrganismos colonizadores de raizes.



Os actinomicetos também produzem inUmeros compostos quimicos
como a tiamina, a riboflavina, a vitamina B4, (cianocobalamina), as
flavoproteinas, varias porfirinas, as quais contém compostos com ferro e
coenzimas que podem promover ou inibir o crescimento de outros organismos
(Kennedy, 1999). Sao importantes degradadores de pesticidas tais como:
organoclorados, triazinas simétricas, triazinonas, carbamatos e acetanilidas
podendo ocorrer a utilizacdo destes compostos como unica fonte de carbono e
energia para o seu metabolismo (Schrijver et al., 1999).

Os Streptomyces destacam-se entre os actinomicetos pela capacidade
de produzir uma grande variedade de enzimas com aplicagao industrial como as
oxidoredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e sintases. No
meio ambiente eles desempenham uma fung¢ao importante na formagao do
himus pela produgcdo de enzimas extracelulares usadas na degradagcao de
compostos celuloliticos (Padilha, 1998). Além disto produzem cerca de 75% dos
antibiéticos comercialmente importantes (Miyadoh, 1993) e aproximadamente
60% destes compostos bioativos tem sido usados na agricultura. Os
actinomicetos podem ocorrer também na rizosfera e no rizoplano de muitas
plantas sendo que o género Frankia fixa nitrogénio em nédulos de plantas nao-
leguminosas (Heuer et al., 1997).

Os géneros Nocardia e Rhodococcus sao componentes da
microbiota do solo decompondo compostos quimicos prejudiciais ao meio
ambiente. O género Rhodococcus desempenha importante papel nos processos
de bioremediacdo e biodegradacdo. Sendo encontrado em ambientes

contaminados com hidrocarbonetos ou outros compostos quimicos. Os



membros deste género conseguem degradar poluentes hidrofébicos porque as
suas células aderem as interfaces agua/éleo. Este fato ocorre devido ao grupo
possuir cadeias alifaticas de acidos micolicos na sua parede celular. Além disso,
desempenham importante papel na imobilizacdo de metais pesados e na
producao de surfactantes, amidos e polimeros (Bell et al., 1998). Outro membro
nocardioforme conhecido como coprofilico pois ocorre em esterco animal é o
Rhodococcus coprophilus. A presenca deste actinomiceto em rios e lagos € um
indicador da contaminacgao fecal por animais herbivoros (Rowbotham & Cross,
1977; Mara & Oragui, 1981). Os estudos ecolégicos mostram que este
actinomiceto sobrevive a passagem através do rumen e intestino dos animais

poligastricos atingindo as fezes onde ocorre 0 seu crescimento.

2.3. Actinomicetos em processo de compostagem

A reciclagem de nutrientes no ambiente requer a acdo da comunidade
microbiana na qual os actinomicetos sdo importantes degradadores primarios.
Estes microrganismos sao numerosos no processo de compostagem
desempenhando fungdes essenciais na degradagdo de residuos organicos
degradando moléculas complexas e recalcitrantes, como celulose, lignina e
lignocelulose (Ouhdouch et al., 2001).

A maioria dos estudos com actinomicetos em processo de
compostagem tém sido realizado em compostos de cogumelos
(basideomicetos), havendo nestes a predominancia de Streptomyces sp.,
Micromonospora sp. e raramente Thermoactinomyces, Thermonospora sp. e
Actinobifida sp. Neste tipo de material os actinomicetos atuam sobre substratos

ricos em manano, xilano, hemiceluloses, celuloses, ligninas e demais materiais
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organicos (Lacey,1997). Durante o processo de compostagem os actinomicetos
podem apresentar contagens em torno de 1,2x10"° cfu/g depois de 10 dias a
50°C. A populacao costuma diminuir gradativamente em temperaturas de 65°C,
porém, o crescimento € inibido em temperaturas inferiores a 28°C e superiores
a 75°C (Lacey, 1997).

Ha poucos estudos sobre o desenvolvimento de actinomicetos em
compostagem de residuos domeésticos, mas a sua evidéncia € demonstrada
pelo grande numero de esporos aéreos quando o composto € manejado. Os
residuos domésticos frescos contém poucos actinomicetos (Lacey, 1997).
Contudo, os numeros aumentam rapidamente com a evolugdo do processo
(Dees & Ghiorse, 2001). Eles aparecem predominantemente durante a fase
termofilica e na fase de maturagdo da compostagem e ocasionalmente tornam-
se tdo numerosos podendo ser visiveis na superficie do composto (Tuomela,
2000). Os géneros predominantes em leiras de compostagem sao
Micromonospora, Nocardia, Saccharomonospora, Saccharopolyspora,
Streptomyces, Thermoactinomyces e Thermomonospora (Lacey, 1997; Oliveira,

2002; Tuomella et al., 2000).
2.4. Identificacao e classificacdo dos actinomicetos

A filogenia e sistematica de actinomicetos tém sido alvo de intensas
pesquisas, envolvendo a analise morfolégica, as propriedades
quimiotaxondmicas e as técnicas moleculares. De acordo com Embley &
Stackebrandt (1994) varios estudos ja foram realizados objetivando a
construcéo de arvores filogenéticas deste grupo de microrganismos. Kluvyer &

Van Niel (1936-1941) foram os primeiros a reportarem arvores filogenéticas
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incluindo os actinomicetos. De acordo com o0s seus esquemas as formas
morfologicamente complexas, como os actinomicetos, evoluiram de formas
esféricas simples, assim, os actinomicetos formadores de micélios deram
origem aos proactinomicetos, as micobactérias e as corinebactérias; as formas
ramificadas originaram as bactérias do acido latico e do acido propiénico. Por
volta de 1965 foi proposta por Krasil'nikov a origem de varias linhagens
bacterianas individuais, segunda a qual a classe Actinomycetes teria evoluido
de um ancestral que deu origem aos fungos.

Prauser (1974) baseou-se na morfologia para descrever as
tendéncias evolucionarias propondo que o0s nocardioformes com micélio
representavam o estagio intermediario entre os corineformes pleomorficos e os
actinomicetos morfologicamente complexos. Stanley et al. (1989) colocaram os
actinomicetos dentro da classe Tallobacteria da divisdo Firmicutes, porém esta
classe agrupava organismos muitos distintos como as bactérias Gram- positivas
simples e os actinomicetos. Stackebrandt et al. (1997) propuseram a classe
Actinobacteria, onde consideraram trés fatores: i) o estabelecimento de
propriedades quimiotaxondmicas observando-se as diferengas na composi¢cao
quimica dos constituintes da célula, ii) as similaridades entre DNA fita Unica de
espécies proximamente relacionadas e iii) a determinagao de similaridades de
sequéncias 16S rRNA e rDNA entre as linhagens em geral.

O Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, os actinomicetos
séo classificados dentro do Filo e da classe Actinobacterias, com 6 ordens, 39

familias, 139 géneros e varias espécies. As actinobactérias dividem duas
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caracteristicas, sao Gram-positivas e apresentam alta propor¢ao de guanina e
citosina em seu DNA, excedendo 70% do total de bases nucleotidicas.

As caracteristicas morfologicas tais como a ramificagdo do micélio
sobre o substrato, a formacdo de micélio aéreo e a sua fragmentagcao ou
producao de esporos sao fatores que auxiliam na identificagcdo destes
microrganismos.

Com o auxilio do microscépio eletrbnico algumas importantes
informacgdes adicionais sao fornecidas com relacdo a superficie dos esporos.
Desta forma os actinomicetos representam um grupo diversificado de
microrganismos que taxonomicamente sao classificados pela composicdo e
estrutura de sua parede, pela morfologia e coloragdo do micélio e esporangio,
pelas caracteristicas da superficie e arranjo dos conididsporos, pela
percentagem de G-C em seu DNA, pela composic¢ao fosfolipidica da membrana
celular e a resisténcia dos esporos ao calor. Classificam-se também pelos
resultados de varias provas bioquimicas nas quais sao avaliadas a utilizac&o de
diversas fontes de carbono e nitrogénio, a produgédo de enzimas extracelulares
e de diferentes concentracao de sais.

Os recentes progressos em biologia molecular e genética de populagcbes
tém aumentado a quantidade de informacgdes disponiveis para a classificagao
de microrganismos relativamente proximos (Kataoka et al., 1997; Peteres et al.,
2000; Roberts & Crawford, 2000). A aplicagdo de técnicas moleculares para
amostras ambientais tem possibilitado a analise da diversidade microbiana sem
a necessidade de cultiva-las. Os procedimentos de cultivo podem

inevitavelmente favorecer o crescimento de alguns membros, enquanto outros



13

sdo inibidos ou n&o cultivaveis. As técnicas de cultivo subestimam a diversidade
presente nos diferentes ambientes. Os marcadores moleculares genéticos sao
excelentes ferramentas para avaliar a diversidade e as relagbes genéticas. As
técnicas de biologia molecular tem sido utilizadas para aprimorar classificagoes,
especialmente aquelas técnicas objetivando as regides gendmicas 16S rRNA
(Embley & Stackebrandt, 1994).

A analise da sequéncia de proteinas e acidos nucléicos tem sido
utilizada para determinar as relagdes filogenéticas entre os diferentes grupos de
actinomicetos e géneros relacionados. O desenvolvimento de oligonucleotideos
iniciadores especificos sado importantes para a caracterizagdo, analise
filogenética, triagem para compostos bioativos e pesquisas ecoldgicas basicas
(Stackebrandt et al., 1997).

Devido as inumeras aplicagbes  biotecnoldgicas  destes
microrganismos, principalmente Streptomyces e sendo um problema o longo
tempo necessario para o isolamento e identificacdo destes organismos
utilizando as provas bioquimicas tradicionais, as técnicas moleculares tém sido
amplamente usadas. Através de técnicas baseadas em biologia molecular
busca-se uma forma mais rapida e precisa para o processo de identificagao.
Morciardini et al. (2002) desenharam cinco pares de oligonucleotideos
iniciadores para a identificacdo da ordem Actinomicetales e de quatro familias
(Streptomycetaceae, Micromonosporaceae, Streptosporangeaceae e
Thermomonosporaceae), com estes oligonucleotideos apresentando uma
especificidade entre 97e 98%. A analise da sequéncia do gene 16S rDNA tem

sido utilizadas em diversos trabalhos (Kataoka et al., 1997; Roberts &
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Crawford,2000), porém as analises das seqiéncias das regides 23S e 5S do

rDNA também sdo empregadas (Mehling et al., 1995).

2.5. Metabolismo secundério

As atividades metabdlicas associadas ao crescimento e a reproducao
dos organismos sao extraordinariamente uniformes. A diversidade da
arquitetura e a funcdo no mundo natural sao determinadas pela quantidade de
relagdes e disposi¢cdes de um pequeno numero de unidades monomeéricas
reunidas dentro de estruturas macromoleculares. Para fornecer esses
mondmeros e as varias enzimas necessarias para a manutencao da célula, uma
rede de vias biosintéticas estdo envolvidas. Os metabdlitos associados com
este processo vital da célula sdo designados como primarios. Contudo, existem
nos organismos diversas substancias as quais ndo podem ser atribuidos um
papel bioquimico em tais vias primarias. Estas substancias sdo heterogéneas
na sua estrutura e distribuicdo estando restrita a poucos compostos e
aparecendo apenas em alguns organismos. Alguns destes compostos sao
encontrados em poucos padrbes denominados assim metabdlitos secundarios
(Bu’ Lock, 1974).

Conceitualmente o metabolismo secundario revela a sua auséncia na
funcdo metabdlica essencial em organismos produtores (Martin & Demain,
1980). Uma das caracteristicas destes compostos €& que eles sao
frequentemente produzidos depois dos processos celulares associados ao
crescimento. O metabolismo secundario pode ser reconhecido como um

fendmeno geral de manutencgédo de algumas espécies. Usualmente é associado
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com plantas e microrganismos mas existem uma variedade de exemplos no
reino animal (Mann, 1978).

O metabolismo secundario microbiano tem propiciado intensas pesquisas
com substancias bioativas que podem ser usadas em medicina. Muitas destas
substancias sédo antibidticos que possuem inumeras aplicagdes na industria
farmacéutica e na agricultura. As riquezas de recursos quimicos naturais
disponiveis como resultado das atividades metabdlicas secundarias dos
organismos sao enormes (Woodruff, 1980).

Os actinomicetos produzem uma grande variedade de metabdlitos
secundarios, provavelmente refletindo as diferengas de habitats e estratégias de
sobrevivéncia dos mesmos. Outros grupos microbianos bem conhecidos pela
producdo de metabdlitos secundarios bioativos incluem as cianobactérias e as
mixobactérias (Harvey, 2000). Embora esses organismos sejam mais
promissores na area da oncologia (Burja et al., 2003; Harada, 2004), uma
pesquisa reportou a capacidade de mixobactérias de produzir substancias
bioativas contra bactérias Gram-negativas (Gaspari et al., 2005).

Os fungos filamentosos sao organismos eucariotos que produzem uma
ampla variedade de produtos naturais. Em muitos casos os beneficios que
estes compostos conferem aos organismos sao ainda desconhecidos (Bu’'Lock,
1961). Os fungos sao também produtores versateis de metabdlitos isoprendides
e sintetizam uma variedade de substancias derivadas de aminoacidos, acucares
e nucleosideos.

O metabolismo secundario em plantas € amplamente diversificado, tendo

como exemplos os alcaldides e glicosideos entre outras substancias com
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propriedades medicinais. Os 6leos essenciais representam a maior série de
produtos produzidos pelas plantas.

No reino animal, os artropodes e outros insetos produzem metabdlitos
secundarios que funcionam na comunicagcdo entre as espécies e na sua
protecao (Tursch et al., 1976). Estas substancias servem como sinais quimicos
que mediam as interagbes entre animais e os seus habitats. Eles incluem os
ésteres volateis, (ferombnios) que agem como marcadores territoriais, os
agentes toxicos ou defensivos irritantes tais como as benzoquinonas e o acido

férmico (Tursch et al., 1976).

2.5.1. Antibi6ticos

Os antibidticos sdo compostos quimicos especificos produzidos por
organismos vivos capazes de inibir em baixas concentragbes os processos
vitais de uma ou mais espécies de microrganismos (Korolkovas, 1999). Sao
importantes para a medicina terapéutica, desempenhando funcdes
antimicrobianas, antifungicas, antitumorais, imunossupressoras e na agricultura

através dos herbicidas (Ouhdouch et al., 2001).

2.5.2.Actinomicetos produtores de substancias bioativas

Os actinomicetos tém a capacidade genética de sintetizar muitos
metabdlitos secundarios biologicamente diferentes, de importancia econémica
tais como: antibidticos, vitaminas e enzimas (McCarthy & Williams,1990;
Sanglier et al., 1996; Horan,1999; Lazzarini et al., 2000).

Padrdes de espécies de Streptomyces caracterizam-se por sua excelente

capacidade de produzir compostos bioativos, sendo antibidticos derivados deste
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género foi descoberto em 1942 com a producdo da estreptomicina (Berdy,
1974; Vandamme, 1974; Waksman, 1963). Entre 1955 e 1962, 80% dos
antibiéticos originados entre os actinomicetos, foram produzidos pelo género
Streptomyces (Berdy, 1974). Em adicdo, eles sdao uma das maiores
comunidades da populagdo microbiana presente no solo, e sua ocorréncia é
muito influenciada pelas condigdes ambientais, umidade, temperatura, pH e
vegetacdo. Estudos taxondmicos de Streptomyces realizados por Williams et al.
(1983b) indicam a distribuicdo caracteristica entre os grupos de espécies
produtores de compostos bioativos.

Varios outros antibidticos sdo produzidos por actinomicetos entre eles
estdo anfoteracina B produzido por Streptomyces nodosus, ativos na membrana
celular de fungos, eritromicina eficiente contra bactérias Gram positivas,
atuando na sintese protéica, produzido por Streptomyces erythreus; neomicina,
usada com frequéncia em infec¢des de pele, ouvidos e olhos, sendo sintetizado
por Streptomyces fradiae; estreptomicina que atua em bactérias Gram
negativas, aerdbias e certas micobactérias, produzido por Streptomyces
griseus; a tetraciclina produzida por Streptomyces rimosus; a rifamicina eficiente
no tratamento da tuberculose; tobramicina com atividade antibacteriana
semelhante; a gentamicina produzido por Streptomyces tenebrarius (Saadaum
& Gharaibeh, 2003), sao alguns antimicrobianos produzidos por diferentes
espécies de Streptomyces.

Os actinomicetos sao qualitativa e quantitativamente importantes na
rizosfera. Segundo Crawford et al. (1993), eles podem influenciar o crescimento

de plantas, proteger as raizes da invasao de fungos patogénicos, podendo
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desta maneira, serem utilizados no controle biolégico de doencas em
plantagdes. A maioria dos actinomicetos endofiticos isolados apresentam
atividade antibidtica contra bactérias Gram-positivas e Candida albicans e fraca

atividade contra bactérias Gram-negativas (Stamford, 1997).

2.6. Actinomicetos produtores de enzimas com potencial biotecnolégico

O papel das enzimas em muitos processos tém sido investigado durante
muito tempo. Sua existéncia foi associada com a histéria da Grécia antiga, onde
0s antigos usavam as enzimas de microrganismos na produgao de alcool, em
bebidas, na producgéo de queijos, etc (Demirjan et al., 2001).

Microrganismos ou suas enzimas sao usados em uma variedade de
atividades biotecnolégicas tais como: hidrolise de polimeros, sintese de
compostos, descontaminacdo de solos, entre outras. Entre as atividades, o
melhoramento dos processos industriais usando as enzimas produzidas por
microrganismos € um importante campo na pesquisa. Isso devido as reacgdes
catalisadas que sao altamente eficiente e seletivas, menos poluentes,
usualmente requerem menos energia, bem como baixos custos (Cherry &
Fidantsef, 2003). Entre as varias enzimas de importancia industrial destacam-

se: amilases, celulases, esterases, lipases, pectinases e proteases.

2.6.1. Amilases

O amido é uma abundante fonte de carbono na natureza, e a-amilases
(1,4-a-glucano hidrolase), hidrolisam ligagbes a-1,4-glicosidica nas moléculas

de amido, € uma das varias enzimas envolvidas na degradacéo deste polimero

(Paquet et al., 1991).
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A industria do amido é uma das maiores consumidoras de enzimas para
hidrolise e modificagdes da matéria bruta (Bajpai & Sharma, 1989). O polimero
de amido, assim como outros polimeros, requerem a combinagao de enzimas
para a sua completa hidrolise, incluindo a-amilases, gluco-amilases ou f-
amilases e isoamilases (Poonam & Dalel, 1995). A hidrdlise do amido
compreende 30% do consumo de enzimas no mundo (Van Der Maarel et al.,
2002) e programas para selecionar novos microrganismos para a producao tém
aumentado consideravelmente. Actinomicetos s&o um dos grupos mais
investigados devido ao seu potencial biotecnolégico (Lealem & Gashe, 1994). A
ocorréncia de amilases em actinomicetos € uma caracteristica comumente
observada em Nocardia e Streptomyces (Vigal et al., 1991). Entre outros
microrganismos produtores de amilases, o0 género Bacillus apresenta
capacidade de produzir esta enzima em temperaturas que podem variar de
55°C a 80°C (Brown, 1987). Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, também sé&o

alguns dos produtores de amilase.

2.6.2. Celulases

As celulases tém sido investigadas principalmente pelo seu uso
industrial, na bioconservagado da biomassa na agricultura, no uso de aditivos
para detergentes. A atual proporgdo no total da produgdo de enzimas
destinadas a produgao de detergentes excede a 30% (Horikoshi, 1996). Estas
enzimas sdo fontes organicas mais abundantes de alimentos, combustiveis e
outros produtos quimicos (Spano et al., 1975) consistem de unidades de glicose

ligadas por ligagdes B-1,4-glicosidicas em um modo linear.
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Nos atuais processos industriais, enzimas celuloliticas sdo usadas na
clarificacdo de sucos de frutas, na extracdo de sucos, 6leo de sementes, no
processamento de ragdo animal para melhorar a digestibilidade de animais
monogastricos, em detergentes com fungdes de amaciantes, na estonagao de
jeans, no pré-tratamento da biomassa que contém celulose para melhorar a
qualidade nutricional na estocagem e no pré-tratamento de residuos industriais
(Buchert et al., 1997; Niehaus et al., 1999; Bhat, 2002; Nakamura et al., 2001;
Van Wyk et al., 2001; Malek et al., 1988). Aplicacdo desta enzima tém
despertado grande interesse nas industrias téxteis, no tratamento de papéis e
de polpas para a remogao ou hidrélise parcial de residuos de xilana para o seu
branqueamento (Bisaria & Ghose, 1981; Bhat & Bhat, 1997).

A producéo de celulases por microrganismos € dependente do controle
da regulacdo de mecanismos genéticos e bioquimicos. Os microrganismos
celuloliticos tém desenvolvido um complexo enzimatico com especificidades
diferentes na atuagao sobre as regides amorfas ou cristalinas da celulose, ou a
preferéncia por substratos de cadeias de diferentes comprimentos. Esta
diversidade esta relacionada, em parte,com a necessidade de competir com a
heterogeneidade fisica do substrato, sendo que a estrutura da celulose é
modificada durante o processo de hidrdlise, necessitando de enzimas em
tempos diferentes (Béguin & Aubert, 1994; Bisaria & Ghose, 1981).

Apesar das inumeras aplicacdes, parece que a maior utilizacdo destas
enzimas € na conversao a glicose e a posterior fermentagdo a solventes e

combustiveis (Bhat & Bhat, 1997; Howard et al., 2003).
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Os microrganismos celuloliticos estdo presentes em grupos taxonémicos
extremamente variados sendo que a grande maioria € pertencente as
eubactérias e fungos. Estes organismos celuloliticos ocorrem em biotas com
acumulos de residuos de celulose. Embora os microrganismos degradadores de
celulose estejam distribuidos em grupos diversificados, os sistemas de
celulases de bactérias e fungos tém sido estudados mais detalhadamente.

Os géneros que apresentam atividade celulolitica dentre os actinomicetos
sdo Microbispora, Streptomyces, Thermoactinomyces e Thermomonospora,
incluindo actinomicetos mesofilicos e termofilicos (Crawford & Mccoy, 1972;
Gallagher et al., 1996; Ishaque & Kluepfel, 1980; Tuncer et al., 2004; Yazdil et
al.,, 2000). Segundo Li et al. (1997; 1998) as celulases produzidas por
Streptomyces sp. apresentam uma o6tima atividade em temperaturas que variam

de 50°C a 55°C, sendo estaveis em uma ampla faixa de pH.

2. 6. 3. Esterases

Esterases (EC 3.1.1.1) e lipases (EC 3.1.1.3) sdo enzimas que
catalisam a hidrdlise de ligagdes de ésteres e sdo amplamente distribuidas em
animais, plantas e microrganismos. As esterases sdo definidas como enzimas
que hidrolisam os triglicerideos em pequenas cadeias e preferem substratos
soluveis em agua (Bornscheuer, 2002).

As esterases podem ser usadas em solventes organicos, tornando-se
uma das enzimas mais amplamente usadas na sintese organica e em varios
processos industriais (na industria de detergentes, na industria de alimentos, na

industria oleoquimica, na industria do papel) (Sharma et al., 2001).



Lipases e esterases apresentam atividade em uma ampla variedade de
substratos, os quais nao requerem a adicao de cofatores. Assim, elas sao muito
usadas na produgado de sabores, reciclagem do papel, resolugao de misturas
racémicas e sinteses quimicas (Jaeger et al., 1999).

Esterases desempenham um papel importante na sintese de alguns
medicamentos de importancia clinica. Esterases de Trichosporon brassicae e
outros microrganismos tais como Rhodococcus sp., Bacillus circulans podem
produzir em ampla escala compostos de uso terapéutico. Esterases de
Pseudomonas sp. produzem drogas como ibuprofeno, usados como
antiinflamatério (Kim et al., 2002). Segundo Biely et al.(1996) a degradacao de
etileno glicol bem como a hidrolise da aspirina s&o realizados por Streptomyces
lividans.

Na industria também s&o usados compostos derivados de polimeros no
acondicionamento ou como um componente em produtos manufaturados.
Alguns materiais poluentes tais como plasticos, poliuretano, poliésteres,
polietileno glicol sdo também gerados. Para degradar tais compostos, a

esterase e poliuretanases sdo amplamente usadas (Jahangir et al., 2003).

2.6.4. Lipases

Lipases (triacilglicerol acilhidrolases. E.C. 3.1.1.3) s&o enzimas
consideradas de significancia fisioldgica e potencial industrial. Sdo grupos de
enzimas que catalisam a hidrolise de triacilglicerol a diacilglicerol,
monoacilglicerol, acidos graxos e glicerol na interface entre a fase aquosa e
lipidica (Veeraragavan, 1990; Thomson et al., 1999). Em eucariontes as lipases

estdo envolvidas em varios estagios no metabolismo dos lipidios. Em plantas as
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lipases sdo encontradas em tecidos de reserva de energia (Balashev et al.,
2001).

Muitas lipases sdo ativas em solventes organicos, onde elas
catalisam um numero significativo de reagdes incluindo a esterificagdo
(Chowdary et al., 2001; Hamsaveni et al., 2001; Kiran et al., 2001; Kiyota et al.,
2001; Krishna & Karanth, 2001) e transesterificacao.

Este grupo de enzimas possui importantes aplicagdées no processamento
quimico organico, na formulacédo de detergentes, na sintese de biosurfactantes,
na industria oleoquimica, na industria de laticinios, na industria
agroquimica, na manufatura do papel, na nutricio, em cosméticos e
processamentos na industria farmacéutica (Liese et al., 2000). As lipases sao
usadas para acelerar a degradacado de residuos gordurosos (Masse et al.,
2001).

As gorduras e os 6leos sao constituintes importantes nos alimentos. O
valor nutricional e sensorial e as propriedades fisicas de um ftriglicerideo sao
grandemente influenciadas pelos seguintes fatores: a posicdo dos acidos
graxos no glicerol e o comprimento das cadeias de acidos graxos, bem como o
seu grau de insaturacdo. Lipases modificam as propriedades dos lipidios pela
alteracdo da localizagdo de acidos graxos nas cadeias (Colman & Macrae,
1980). Em adicéo, as lipases tém sido usadas na produgdo de sabores em
queijos, produtos para panificagdo, em bebidas, auxiliam na remocgao de
gorduras em carnes e peixes (Kazlauskas & Bornscheuer, 1998).

As lipases sado produzidas por muitos microrganismos procariotos e

eucariotos superiores. Muitas lipases comercialmente importantes sao de
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origem microbiana, dentre eles destacam-se Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas aeruginosa, Candida tropicalis, Candida rugosa, Aspergillus
niger, Aspergillus oryzae e dentre os actinomicetos género Streptomyces

sp.(Sztajer et al., 1988).

2.6.5. Pectinases

A biodegradagdo da pectina, um polissacarideo construido
principalmente pela ligagdo a-1,4-do acido D-galacturénico e seu metilesteres
que ocorrem como resultado da agao sinergistica de diferentes enzimas,
(Osborne & Dehority, 1989; Voragen et al., 1980), que podem ser classificadas
em dois grupos principais: metilesterases que removem os grupos metoxil da
pectina, e depolimerases (hidrolases e liases) que clivam as ligagdes entre as
unidades de galacturonato. As pectinases sdo encontradas em plantas e
microrganismos tais como bactérias, leveduras e fungos filamentosos (Whitaker,
1989).

As pectinases sdo de grande importéancia biotecnoldgica para a industria.
Elas sdo utilizadas no setor comercial, especialmente na industria de sucos,
onde sao empregadas na viscosidade e turbidez do produto e na de alimentos
(Kashyap et al., 2000) e na industria de papel (Beg et al., 2001; Viikari et al.,
2001). Sao de extrema importancia para as plantas, pois ajudam na extenséo
da parede celular (Ward & Moo-Young, 1989). Também auxiliam na
manutencdo do balango ecologico devido a decomposicdo e reciclagem de

residuos de plantas.
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Microrganismos patogénicos devem penetrar em Dbarreiras de
carboidratos da parede celular do hospedeiro. Portanto, enzimas que séao
essenciais para a degradagao dos componentes da parede celular sao
importantes para a sua infeccdo em plantas, as enzimas pectinoliticas ocupam
um papel essencial na infecgao dos hospedeiros (Chatterjee & Starr, 1980).

As pectinases sao usadas na produgao de ragao para animais, reduzindo
a viscosidade com ao aumento da absorcdo de nutrientes e hidrolisando fibras
nao biodegradaveis ou pela liberacdo de nutrientes bloqueados nessas fibras
(Hoondal et al., 2000).

O tratamento de pectinases acelera a fermentacdo de chas, e
também destréi a formagao de espumas (Carr, 1985). Elas também sao usadas
na fermentacéo do café removendo mucilagens que recobrem os graos de café.
Quase todas as preparagbes comerciais de pectinases sdo produzidas por
fontes fungicas (Singh et al., 1999). Aspergillus niger € a espécie fungica mais
utilizada na producao industrial de enzimas pectinoliticas (Kotzekidov, 1991;
Naidu & Panda, 1998).

O sistema pectinolitico em actinomicetos € limitado. Estudo de
actinomicetos pectinoliticos tem principalmente revelado a presenga de pectato
liases (Sato & Kaiji, 1981; Spooner & Hammerschmidt, 1989). Em Streptomyces
sp. e alguns actinomicetos termofilicos do género Thermomonospora sp. tem
revelado a presencga de pectinas as quais foram purificadas e caracterizadas

(Stutzenberger, 1987).

2.6.6. Proteases
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As proteases constituem um dos mais importantes grupos de enzimas de
uso industrial, as quais sdo geralmente classificadas em duas categorias
(exopeptidases, que clivam aminoacidos no final da cadeia de proteinas e
endopeptidases, que clivam ligagcbes peptidicas sem as proteinas) (Rao et al.,
1998). Estas enzimas sao usadas em alimentos, produtos farmacéuticos e na
industria do couro e industria téxtil (Cowan, 1996; Fan et al., 2001; Mozersky et
al., 2002).

Economicamente as enzimas industriais mais importantes sao
produzidas por bactérias (Bacillus sp., Staphylococcus sp., Pseudomonas sp.)
fungos (Aspergillus sp., Candida sp., Saccharomyces sp.) e actinomicetos

(Streptomyces sp.) (Kumar,1998).



3. MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi desenvolvido no Laboratério de Bacteriologia do
Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude —

ICBS, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS.

3.1. Coleta das amostras

Para a realizagdo deste trabalho foi avaliada uma leira de
compostagem da Usina de Compostagem da Lomba do Pinheiro, do
Departamento Municipal de Limpeza Urbana (DMLU) no municipio de Porto
Alegre.

A leira recebeu residuos orgéanicos domésticos com cerca de 30% de
material exclusivamente de origem vegetal (hortifrutigranjeiros) de
supermercados.

Para avaliar a diversidade de microrganismos presentes no processo de
compostagem, essa leira foi acompanhada desde a fase inicial (montagem) até
o final do processo. As coletas quinzenais foram realizadas de julho de 2003 até

janeiro de 2004, perfazendo um total de 10 coletas.
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O material que estava sendo compostado foi coletado em diferentes
pontos e profundidades, depois reunido em saco plastico formando uma
amostra de aproximadamente 3kg. O material foi armazenado e
homogeneizado em saco plastico e apods acondicionado em ambiente
refrigerado. Apos a coleta as amostras foram conduzidas ao Laboratério de
Microbiologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul para os ensaios

de isolamento e identificagdo dos actinomicetos.
3.2. Isolamento dos actinomicetos

Das amostras coletadas foram retiradas 10g e apds, suspensas em 90
mL de agua estéril obtendo-se assim a diluicdo 10™. Esta diluicdo foi incubada a
37°C durante 10 min e apés 50°C por mais 10 min e depois, diluicbes seriadas
foram realizadas. As diluicdes 10° e 10® foram semeadas em triplicatas em
placas de Petri, contendo agar amido caseina (ACA) (9.1.1) através da técnica
de espalhamento em superficie (Antunes, 1995) e incubadas a 37°C durante
um periodo de 10 dias. Depois procedeu-se as contagens das colbnias
caracteristicas de actinomicetos, com posterior isolamento das col6nias em
caldo TSB. Apds a incubacdo uma aliquota dos isolados foi conservado em

20% de glicerol e mantido a temperatura de — 20°C.
3.3. Recuperacao da amostra congelada

Uma aliquota de 100uL do isolado armazenado em glicerol foi semeada
em 10mL de caldo amido caseina (AC), incubada por 48h a 40°C sob agitagao
constante de 170 rpm. Verificado o crescimento microbiano 100 pl foi semeado

em placas contendo meio ACA através da técnica de espalhamento de
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superficie com o auxilio da algca de Drigalsky. As placas foram incubadas a
37°C por no minimo 7 dias. Apds o crescimento das colénias com
caracteristicas morfolégicas de actinomicetos os isolados foram repicados em
placas contendo ACA pelo método de esgotamento, para purificagdo das

colbnias.

3.4. Coloracao de Gram

Apds o crescimento nas placas de ACA foi realizada a coloragao de
Gram de uma col6nia com objetivo de verificar a pureza de cada cultura e se os
microrganismos eram  Gram-positivos ou Gram-positivos  variaveis,
apresentavam forma filamentosa ou fragmentada em bacilos, cocos ou
cocobacilos. Uma vez certificada a pureza da mesma, a col6nia foi crescida em
AC como descrito anteriormente e uma nova aliquota foi congelada e outra foi
semeada em tubos com ACA inclinado para posterior uso na identificagao

bioquimica e morfoldgica.

3.5. Identificacdo morfoldgica

Depois de realizada a coloragdo de Gram das amostras, as mesmas
foram submetidas a analise das caracteristicas morfolégicas microscépicas. A
andlise das caracteristicas morfolégicas foram realizadas através do
microcultivo de cada um dos isolados conforme Holt et al. (1989). O microcultivo
foi montado em placa de Petri contendo no seu interior dois palitos sobre os
quais foi depositada uma lamina de microscopio e ao lado um pedaco de
algodao 3cm x 3cm. Cada conjunto foi embalado e esterilizado por 2h 30min no

forno de Pasteur. Apds, com auxilio de uma micropipeta foi adicionado sobre a
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lamina 500uL de agar tripticase de soja (TSA). Solidificado o meio de cultura o
isolado foi inoculado com um palito de madeira estéril, com um risco transversal
a lamina e posteriormente foi adicionado 1mL de agua estéril sobre o algodao.
As placas foram incubadas em uma estufa a 37°C por no minimo 10 dias ou até
o micélio estar bem desenvolvido. No periodo de incubagao diariamente foram
observadas caracteristicas como ramificacdo do micélio sobre o substrato,
formagao do micélio aéreo, fragmentagao e producao de esporos. A observagao

foi realizada em microscopio 6ptico com o aumento de 400x.

3.6. Identificac&o bioquimica

A identificacdo bioquimica dos actinomicetos foi realizada através de 45
provas bioquimicas, as quais avaliaram a utilizacdo de fontes de carbono e
nitrogénio, bem como a observagdo da produgdo de enzimas extracelulares,
coloragdo do micélio aéreo ou sobre o substrato, conforme a literatura
apropriada (Holt et al., 1989; Williams et al., 1983a e Shirling & Gottlieb, 1966).
As demais provas bioquimicas foram realizadas segundo a bibliografia utilizada
para a identificagdo de outros grupos microbianos seguindo MacFaddin (2000).
Os resultados obtidos foram comparados com as chaves de identificacdo (Holt

et al., 1989; Williams et al., 1983a).

3.6.1. Crescimento sobre uma Unica fonte de carbono

Durante o experimento foram utilizadas as seguintes fontes de
carbono: celobiose, citrato de sdédio, D-frutose, D-galactose, D-manose, D-
melezitose, D-xilose, lactose, L-arabinose, L-ramnose, maltose, manitol, m-

inositol, raffinose, salicina, sacarose e trealose.
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Para verificar a metabolizacdo das fontes de carbono acima citadas
foi preparado um sistema de 3 placas, sendo que em uma placa continha a
fonte de carbono a ser testada, uma outra continha glicose como fonte de
carbono (positivo), e a terceira placa sem nenhuma fonte de carbono, era o
controle negativo.

O meio de cultura para a utilizagao da fonte de carbono consistia de agar
basal de sais minerais (9.1.2). Este meio era preparado em ftriplicata e
posteriormente esterilizado em autoclave a 105°C por 10min e apés vertido nas
placas de Petri.

Cada placa do sistema foi dividida em oito quadrantes e em cada um
destes foi inoculado um isolado de actinomicetos. A semeadura foi realizada
com o auxilio de uma algca e na forma de estrias. Posteriormente, as placas
foram incubadas a temperatura de 37°C por 15 dias e apds foi analisada a
utilizacdo ou nado da fonte de carbono, comparando-se o crescimento das

bactérias nas diferentes placas do sistema.

3.6.2. Crescimento com uma Unica fonte de nitrogénio

Nesta analise foram testadas as seguintes fontes de nitrogénio:
arginina, cisteina, fenilalanina, histidina, L-metionina, nitrato de potassio, serina,
treonina e valina. O meio para utilizagdo das fontes de nitrogénio (9.1.3) segue
o descrito em Williams et al.(1983a). Da mesma forma que para as fontes de
carbono, trés sistemas foram preparados: i) controle negativo com somente o
meio basal; ii) controle positivo meio basal suplementado de 0,1% de L-

asparagina; e iii) meio basal com a fonte de nitrogénio a ser testada. Nos
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sistemas utilizou-se como indicador de pH o azul de bromotimol a 0,3%, que
possibilitou uma melhor analise das fontes testadas.

Preparados os trés sistemas estes eram autoclavados por 15 minutos a
121°C e posteriormente vertidos em placas de Petri estéreis.

O procedimento para a utilizagao deste teste foi semelhante ao realizado
para as fontes de carbono, ou seja, comparagao das placas contendo a fonte de
nitrogénio a ser testada com os controles positivo e negativo. Com o uso do
indicador de pH observou-se que ndo houve a alteragdo da cor do meio quando
o isolado utilizava a fonte de nitrogénio a ser testada comparando com o
controle positivo, diferentemente do controle negativo no qual ocorria a
alteragcdo do meio. Utilizando cisteina e valina foi necessario colocar uma
concentragdo menor de glicose (0,2%) no meio basal devido a alteracao

completa do meio de cultura em poucos dias de incubagao.

3.6.3. Determinacédo da deoxiribonuclease (DNAse)

Para analisar a capacidade dos microrganismos em produzir a
deoxiribonuclease (DNAse) utilizou-se meio de cultura comercial da Sigma
preparado e autoclavado por 15 minutos a 121°C e vertido em placas. A
semeadura foi feita em picadas, e incubou-se a 30°C durante 7 dias. Depois,
adicionou-se 500uL de HCI 1N ao meio e zonas claras ao redor das colénias

foram observadas caracterizando assim resultado positivo.

3.6.4. Degradacéao da esculina

As placas contendo agar esculina (9.1.6) foram divididas em seis

quadrantes e em cada um deles foi semeado em picada um actinomiceto
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diferente. Apés um periodo de 14 dias de incubacédo a 30°C a degradacao da

esculina foi confirmada pelo escurecimento do meio ao redor da coldnia.

3.6.5. Producéao de gés sulfidrico

Os tubos contendo 4mL de caldo nutriente (9.1.8.1) foram inoculados
com os actinomicetos. Apds a incubacido uma fita de papel filtro embebida em
solugdo de acetato de chumbo a 0,1% foi pendurada dentro do tubo.
Posteriormente os tubos foram incubados por 5 dias a 37°C. Os tubos com

resultados positivos apresentaram coloragao escura na fita.

3.6.6. Crescimento em diferentes concentracfes de NaCl

A capacidade dos actinomicetos em crescerem a diferentes
concentracbes de NaCl foi testada semeando os microrganismos em 4mL de
meio BHI contendo NaCl (9.1.9) nas seguintes concentragdes: 7,10 e 13%.
Apds 14 dias de incubacgao a 37°C foram considerados positivos os tubos que

apresentaram crescimento.

3.6.7. Reducdao de nitrato

A redugédo de nitrato foi avaliada em tubos contendo 2mL de caldo
nitrato (9.1.10). Depois de 14 dias de incubagéo a 37°C a reducédo de nitrato foi
verificada adicionando-se 500uL do reagente A (N-N-Dimetil-a-Naftilamina) e
500uL do reagente B (acido sulfanilico 0,8%). Os tubos foram agitados e a
formagdo de uma coloragcdo vermelha (resultado positivo) foi observada. Nos
tubos com reagédo negativa foi adicionado pé de zinco. O desenvolvimento de

uma coloragéo vermelha confirmou a presenca do nitrato (resultado negativo) e
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os tubos que permaneceram com a cor inalterada indicaram que o nitrato foi
reduzido a produtos volateis como o oxido nitroso ou N considerando-se

resultado positivo.

3.6.8. Degradacéo datirosina

As placas contendo o meio para a degradacao de tirosina (9.1.11)
foram divididas em seis quadrantes e em cada um deles foi semeado, em
estrias, um actinomiceto diferente. As placas foram incubadas a 37°C por 14
dias. Apos este periodo a capacidade do organismo degradar ou n&o a tirosina

foi analisada através do desaparecimento dos granulos de tirosina.

3.6.9. Degradacéao da uréia

A capacidade dos actinomicetos de degradarem a uréia foi analisada
pela semeadura dos isolados em caldo uréia da DIFCO, incubando-os a 30°C
por 15 dias. Apos periodo de incubagéo foi verificada a alteragao da cor do meio

de cultura (resultado positivo).

3.6.10. Degradacao da xantina

As placas contendo meio xantina (9.1.12) foram divididas em seis
quadrantes. Em cada um foi realizada a semeadura em estrias de diferentes
isolados de actinomicetos. Apds o periodo de incubagado de 14 dias a 37°C o
desaparecimento dos grénulos de xantina inicialmente presentes no meio foi

interpretado como resultado positivo.

3.6.11. Pigmentacao
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3.6.11.1. Cor da massa de esporos

A coloragao dos esporos foi determinada inoculando os actinomicetos
sobre meio amido+sais minerais em placas (9.1.14) incubadas por 14 dias a
37°C. Apos este periodo a coloragao da massa de esporos foi observada em
condicdes pré-estabelecidas, ou seja, sempre no mesmo local, horario e sobre

um fundo claro (Williams et al., 1983b).

3.6.11.2. Cor do micélio sobre o substrato

Este parametro foi determinado usando culturas com crescimento de
14 dias sobre o agar glicerol-asparagina (9.1.13). Apds o periodo de incubagao
as placas foram invertidas e, sob condi¢gdes padrbes, a cor do micélio sobre o

substrato foi observada (Williams et al., 1983b).

3.6.11.3. Producéao de melanina

Uma aliquota do isolado foi semeada em estrias no meio agar
tirosina (9.1.15). Ap6s periodo de incubagdo de 14 dias em temperatura de
30°C, verificou-se 0 meio havia mudado sua coloragdo para uma tonalidade

escura (resultado positivo) (Shirling & Gottlieb, 1966).

3.7. Atividade enziméatica

Apoés a realizacdo da metabolizagdo de carbono e nitrogénio dos
isolados foi realizada a avaliagdo da atividade enzimatica a qual também

contribuiu para a identificagdo das amostras. Foram testados varios substratos
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como amido, carboximetilcelulose, tween 80, gelatina, 6leo de oliva, pectina,

caseina.

3.7.1. Degradacao do amido

Avaliou-se a utilizacdo do amido através da enzima amilase em pH 7
e pH 10. No meio com pH 10 foi acrescentado 5 M de tris fosfato para tamponar
0 meio. As placas de meio amido (9.1.4) foram divididas em 5 quadrantes onde
cada isolado foi inoculado em picada. Apés 7 dias de incubagao a 37°C, 200uL
de lugol foi adicionado sobre as colénias. A formacdo de uma zona clara em

torno da colbnia foi considerada positiva para o teste do amido.

3.7.2. Avaliacdo da atividade celulolitica (carboximetilcelulose)

Os isolados foram inoculados em placas de Petri com meio minimo de
sais (Tuncer et al, 2004) (9.1.16) suplementado com 0,5% de
carboximetilcelulose (CMC), e incubados a temperatura de 37°C durante 5 dias.
Para a visualizagdao os halos de hidrdlise as placas foram coradas com uma

solugao de vermelho Congo 0,1% e descoradas com uma solugao de NaCl 1M.

3.7.3. Avaliagdo da esterase

Os padroes de actinomicetos foram inoculados em placa de Petri
através do método de Haba et al., (2000). O meio (9.1.18) foi suplementado
com 0,01% CaCl, e Tween 80 o qual foi esterilizado separadamente por 20
minutos a 121°C. Apds a esterilizagdo o meio foi esfriado e quando atingida a

temperatura de aproximadamente 60°C o Tween 80 foi adicionado a uma
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concentracéo final de 1%. Para a anadlise dos resultados foi considerado

positivo os isolados com halos opacos ao redor das colbnias.

3.7.4. Degradacéao da gelatina

A degradacdo da gelatina foi avaliada semeando os actinomicetos
em tubos de ensaios contendo 2mL de gelatina nutriente (9.1.7). Apds 21 dias
de incubacgao a 22°C os tubos foram colocados por 30 minutos na geladeira,
apos este periodo foi observado se o meio permanecia liquido (resultado

positivo) ou ndo (resultado negativo).

3.7.5. Atividade lipolitica

A atividade lipolitica foi detectado em placas de Petri contendo agar
nutriente com uma solugdo de rhodamina B a 0,001% (9.1.17). Apos
autoclavado, o meio foi esfriado a uma temperatura de 60°C para adicido do
Oleo de oliva numa concentragao final de 2,5%. O d6leo de oliva foi previamente
fitrado em um sistema de membrana 0,22 um utilizando-se bomba de vacuo.
Os isolados foram inoculados em picada, incubados a 37°C por no maximo 14
dias, e as leituras das placas foram realizadas apés 5,7e14 dias. Os isolados
produtores de lipase apresentavam fluorescéncia laranja ao redor da colbénia ou
no interior da mesma quando observados sob radiagao UV de 350 nm. Foram
utilizados como controle positivo Pseudomonas aeruginosa ATTC 25668 e

como controle negativo Escherichia coli ATCC 00123.

3.7.6. Atividade pectinolitica
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Os isolados foram inoculados em placas de Petri contendo meio TSA
suplementados com 1% de pectina citrica (Vetec). As placas foram divididas em
4 quadrantes onde os actinomicetos foram inoculados em uma unica estria.
Foram incubados a 37°C por no minimo 7 dias. Para a avaliagao da atividade
pectinolitica foi utilizado CaCl, 1M a qual proporcionou a visualizagdo de um

halo ao redor das colonias.
3.7.7. Atividade de caseinase

As placas contendo meio caseina para atividade enzimatica (9.1.5)
foram divididas em seis quadrantes e através de picadas os isolados foram
inoculados. Apés 14 dias de incubacdo a 37°C, a formacao de uma zona clara

ao redor do crescimento indicou o resultado positivo.
3.8. Atividade antimicrobiana dos isolados

Para a avaliagao da atividade antimicrobiana dos isolados utilizou-se
o0 método da difusdo em placas, através da técnica da dupla camada.

Na difusdo em dupla camada os isolados foram inoculados em
duplicatas, através de picadas, crescidos em ACA e incubados a 30°C por 14
dias. Apds o crescimento verteu-se uma camada de meio de cultura apropriado
semeado com uma suspensdo de aproximadamente 3 x108 células/mL (escala
de McFarlan) dos microrganismos-alvo. Os meios de cultura utilizados foram
agar Sabouraud (9.1.19) para leveduras e agar Mueller-Hinton para bactérias,
utilizando-se a técnica de “pour plate” do microrganismo testado. O tempo de

incubacdo e a temperatura foram determinados conforme o microrganismo
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testado, sendo verificada a formagao de halo ao redor dos microrganismos

produtores de substancias bioativas.

3.8.1. Microrganismos testados para atividade biocida

As atividades antimicrobianas foram testadas contra bactérias
patogénicas fornecidas pela Fundagdo Osvaldo Cruz. As linhagens de
leveduras foram cedidas pelo Laboratério de Micologia da Universidade Federal

do Rio Grande do Sul-UFRGS (Tabela 1).

Tabela 1: Microrganismos patogénicos testados na avaliacédo da atividade

antimicrobiana dos actinomicetos.

Microrganismos Codificacao
Bacillus cereus ATCC 33018
Candida albicans ATCC 18804
Criptococcus neoformans ATCC 3205 A
Enterobacter cloacae ATCC 23355
Escherichia coli (LT") ATCC 00123
Klebsiella pneumoniae ATCC 12530
Listeria monocytogenes ATCC 25410
Micrococcus luteus ATCC 12305
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25668
Salmonella enteriditis CT ATCC 13076
Shigella dysenteriae ATCC 13313
Staphylococcus aureus ATCC 00387
Streptococcus mutans (CT) ATCC 25175
Streptococcus pyogenes grupo A ATCC 8668
Yersinia enterocolitica ATCC 9610

* ATCC: American Type Culture Collection



4. RESULTADOS

4.1. Isolamento e identificagdo morfologica dos actinomicetos

Neste trabalho avaliou-se uma leira de compostagem na qual foram
realizadas 10 coletas quinzenais. Destas coletas foram recuperadas a partir do
armazenamento em glicerol a 20%, 195 isolados de actinomicetos, os quais
foram identificados através das analises morfolégicas de microcultivos e provas
bioquimicas.

A identificagédo teve inicio com a coloragdo de Gram com o objetivo de
verificar a pureza das col6nias e a forma predominante como os actinomicetos
se apresentavam, ou seja, se 0s mesmos possuiam formas filamentosas ou se
fragmentavam em bacilos, cocos ou cocobacilos. Nesta etapa do trabalho ja se
pode verificar a diversidade de formas existentes nos grupos de
microrganismos, observando-se desde formas totalmente fragmentadas
observadas no género Nocardia até formas filamentosas como no género
Streptomyces.

Apds a coloracdo de Gram foram realizados microcultivos de todas as

amostras. A observagcdo das caracteristicas morfolégicas possibilitou a
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classificagdo em nivel de género. Através da analise destas caracteristicas
observou-se o predominio dos géneros Streptomyces 66,1% (n=129), Nocardia
25,1% (n=49) Terrabacter 6,6% (n=13), Nocardiopsis 2,5% .(n=4).

Os estreptomicetos identificados possuiam micélio aéreo bem
desenvolvido e a maioria possuia esporos em cadeias espirais, com alguns
apresentando cadeias flexiveis.

A maioria das culturas pertencentes ao género Nocardia observadas
possuiam micélio aéreo e sobre o substrato bastante ramificado e fragmentado.
O género Terrabacter caracterizou-se pela auséncia de micélio aéreo e por um
micélio sobre o substrato bastante fragmentado, formando bacilos e
cocobacilos. O género Nocardiopsis possuia hifas aéreas formando cadeias
longas, ramificadas em zigue-zague.

As caracteristicas de coloracdo do micélio aéreo e do miceélio sobre o
substrato foram utilizadas para auxiliar na identificagdo dos isolados. Porém
estas caracteristicas foram avaliadas juntamente com as provas bioquimicas
para a classificacdo de uma provavel espécie. Os actinomicetos apresentaram
cores nao muito diversificadas do micélio, principalmente do micélio aéreo, que

apresentou cores como: amarelo, branco, cinza, creme e marrom.

4.2. Identificacdo bioquimica dos actinomicetos

A identificacdo bioquimica dos isolados foi realizada empregando-se 45
provas bioquimicas, incluindo a coloragao de micélio aéreo e sobre o substrato,
a produgao de enzimas extracelulares, o crescimento dos microrganismos em

diferentes concentragdes de NaCl e a produgao de gas HS.



Com as técnicas de identificacdo da microbiologia classica, onde
provas bioquimicas sao utilizadas para a caracterizacdo fisioldgica dos
microrganismos, foi possivel estabelecer um perfii da comunidade de
actinomicetos presente na leira de compostagem. As analises dos dados
obtidos foram comparados com a Classificagdo Numérica de Streptomyces e
géneros relacionados de Williams et al. (1983a) e Holt et al.(1989). Os isolados
foram distribuidos nas familias de acordo com Williams et al. (1983a) sendo que
os dados obtidos foram avaliados em um nivel de similaridade de 70% das
provas bioquimicas realizadas com relagdo ao grupo presentes no manual de
identificacao (Williams et al.,1983a).

A diferenciacdo dos grupos foi atribuida a coloracdo da massa de
esporos, o substrato micelial, a producdo de melanina e a avaliacdo do
crescimento dos microrganismos em diferentes concentracbes de NaCl. O
critério fisioldgico tais como a habilidade de hidrolisar caseina, tirosina, xantina,
producao de gas H,S, utilizagdo da uréia, a producédo de enzimas extracelulares
foram utilizados para confirmacdo dos géneros. As provas para avaliar a
utilizacao de fontes de carbono e nitrogénio tiveram que ser realizadas sobre
meio soélido e especifico para actinomicetos,sendo que as mesmas foram
observadas para uma possivel classificacao de espécies.

Nos resultados apresentados nas tabelas 2 e 3 observa-se uma pequena
variabilidade entre as provas bioquimicas com relacdo a distribuicdo dos
isolados nas familias propostas por Williams et al. (1983a).

Na analise da hidrdlise de substratos como caseina, tirosina e xantina

poucos isolados foram variaveis de acordo com cada familia, sendo que 11
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isolados n&o hidrolisaram a caseina, a tirosina apenas 3 isolados pertencentes
ao género Terrabacter ndao degradaram os granulos caracteristicos deste
substrato e a xantina, 30 isolados foram incapazes de utilizar este substrato,
principalmente os pertencentes ao grupo | onde apenas 2 amostras foram
positivas e o grupo J onde nenhum dos isolados degradou a xantina (Tabela 2).

De acordo com a coloragado do substrato micelial estabelecido pelo
Holt et al.(1989) os isolados foram agrupados nos seguintes padrdes: cinza 80
isolados, branco 75 isolados, amarelo 25 isolados, marrom 4 isolados bege 1
isolado e 8 isolados apresentaram um crescimento minimo, o qual nao foi
possivel distinguir uma coloragao.

Um outro dado foi a produgcao de melanina em agar tirosina, a qual
variou em todos os grupos bem como nas padrdes de coloragdo. Esta prova
bioquimica determinou a separag¢ao de algumas familias como o grupo A e C
onde todos os isolados produziram o pigmento e os grupos B, | e 225 onde
nenhuma das amostras apresentou pigmentos melandides. (Tabela 2).

Uma outra caracteristica avaliada foi o crescimento dos isolados em
diferentes concentragdes de NaCl (7%,10% e 13%), sendo que na familia Ae C
observou-se o crescimento de todos os isolados nas trés concentracdes
testadas. Nos grupos B e E, os isolados cresceram nas concentragdes de 7% e
10%, e o grupo F 8 isolados do grupo J cresceram somente na menor
concentracdo (7%). Nos demais grupos os isolados n&o cresceram em
nenhuma das concentracdes de NaCl testadas.

A produgdo de gas H,S foi observada pela maioria dos isolados.

Cento e setenta dos 195 actinomicetos foram capazes de produzir H,S. O teste
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da reducgao de nitrato a nitrito mostrou que apenas 10 isolados foram incapazes
de reduzi-lo. A uréia foi utilizada por todos os isolados e a esculina foi
hidrolisada por 187 isolados, sendo que apenas trés isolados pertencentes ao
grupo 225, quatro isolados representantes da espécie de Terrabacter
tumescens e um isolado da familia G nao apresentaram a hidrélise deste
substrato.

A presenca da enzima DNAse foi evidenciada em 120 isolados sendo
que no grupo H apenas 4 amostras apresentaram a enzima. A producao de
enzimas extracelulares foi evidenciada em alguns isolados, porém poucos
foram capazes de hidrolisar todos os substratos testados. Este resultado
somente foi observado em 3 amostras representando o grupo A e C, 2 do grupo
E, 2 do grupo F, 2 do grupo H, 2 Terrabacter tumescens, 1 do grupo B, 1 do
grupo G.

Nas provas para a verificacdo da utilizacdo de fontes de carbono,
testaram-se trés diferentes indicadores de pH em meio soélido e liquido. Os
indicadores utilizados foram azul de bromotimol, vermelho de fenol e vermelho
neutro, porém os resultados obtidos foram sempre negativos. Este resultado
nao era o esperado, uma vez que os actinomicetos sao conhecidos pela sua
capacidade de metabolizar diferentes fontes de carbono. Desta maneira, os
testes foram avaliados em meio de cultura liquido rico em sais com os mesmos
indicadores de pH citados acima, sendo que diariamente foi determinado o pH
das amostras inoculadas. No entanto os resultados foram os mesmos daqueles

obtidos em meio sdlido.
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Desta maneira, os testes foram repetidos sobre meio solido
especifico (Holt et al., 1989) e a maioria dos resultados que anteriormente
haviam sido negativos, passaram a dar resultados positivos. Nestes meios de
culturas a interpretacdo foi realizada comparando-se o crescimento dos
microrganismos nas placas com fonte de carbono a ser testada, controle
contendo a glicose (positivo) e sem fonte de carbono (negativo). Os resultados
podem ser observados na tabela 3.

Na utilizagdo das varias fontes de carboidratos testados (tabela 3)
observou-se que entre os grupos, 25 isolados pertencentes a familia A e C
foram capazes de utilizar todas as fontes testadas e 6 isolados de coloragao
branca e 1 de coloragao amarela da familia E também metabolizaram todas as
fontes de carbono. Na analise dos demais padrbes com suas respectivas
familias houve uma variabilidade entre os isolados e as fontes de carbono
testadas.

Nas provas bioquimicas para avaliar a utilizacao de diferentes fontes
de nitrogénio também utilizou-se o método de comparagao dos isolados com os
controles positivo e negativo, no entanto, na busca de uma melhor analise dos
resultados foi utilizado indicador de pH com objetivo de padronizar as leituras. O
indicador utilizado foi o azul de bromotimol e como meio base para a utilizagao
de fontes de nitrogénio contém sais e glicose, fato que auxiliou na produgao de
acidos, tornando inicialmente o meio de cor amarela e apés uma semana o
meio retornou a sua coloragdo azul indicando a utilizacdo da fonte de
nitrogénio. Os resultados de leitura dos 195 isolados testados podem ser

observados na tabela 3.
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As fontes de nitrogénio apresentaram um perfil muito semelhante
entre todos os grupos com excecao da L-cisteina, analisadas nos grupos D, G,
H e grupo 225 onde nenhum isolado metabolizou este aminoacido. Na
fenilalanina, verificou-se que nos grupos D, G, e H nenhum dos isolados
metabolizou esta fonte. A valina nos grupos G e H também apresentou uma
caracteristica distinguivel nestas familias, nenhum dos isolados metabolizou
esta aminoacido.

A producao de melanina foi observada em meio agar tirosina, no entanto
muitas vezes podia ser observada também em caldo BHI, através do
escurecimento do meio.

Na analise de todas as provas bioquimicas os perfis dos isolados foram
semelhantes entre si, bem como entre os grupos relacionados, ndo sendo
possivel estabelecer com exatidao as espécies dos isolados de actinomicetos.
Entre os 195 actinomicetos isolados neste trabalho foram identificados 42
isolados o0s quais permaneceram nas familias A e C representadas por
especies do género Streptomyces sp., 29 isolados ao grupo H ao qual é
caracterizado por Streptomyces cyanogriseus e Streptomyces lateriticus, 21
isolados na familia F a qual é representada por Streptomyces lavendulae e
Streptomyces sp., 17 isolados pertencentes a familia B, representada por
Streptomyces rimosus, 15 isolados da familia J na qual encontra-se

Streptomyces viridoflavus e isolados acidofilicos, 3 isolados,
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Tabela 2: Caracterizagao bioquimicas baseada na degradacao de substratos, crescimento em diferentes concentracdes de sais e
producao de pigmentos das amostras isoladas de processo de compostagem da Usina de Compostagem da Lomba do Pinheiro.

@01
ojelsqng

euiuex
BIaiN
Bunoad
ojel)iN
%€l 10BN
%01 10BN
%L. 10EN
BUIUBIDI\
BUISO.I}-T]
asedIq
S°H
eulepo
asels)s]
BUIINOST
VYNd

eujese)

BUNNGIY

cinza

cinza

=+
=+
=+
+
=+
=+
=+
=+
+
=+
=+
=+
=+
+
=+
=+
=+
=+
=+
+
=+

cinza

cinza

cinza

cinza

cinza

cinza

cinza

marron
cinza

cinza

branco
cinza

cinza

cinza

branco
branco
cinza

cinza

cinza

branco

19M’
4M?
5M?
32M°

33Mm3

18M*
25D*

6M°
8M°
gM?®
16D°
20D°

40D°

3D°
19M°

43M°

25M7

37D’

3me
23Mm8

26D°®

33Mm8



49

Tabela 2: (continuagdo) Caracterizagdo bioquimicas baseada na degradacdo de substratos, crescimento em diferentes
concentragbes de sais e produgdo de pigmentos das amostras isoladas de processo de compostagem da Usina de
Compostagem da Lomba do Pinheiro.
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7M° + o+ o+ -+ o+ o+ o+ -+ o+ o+ o+ o+ o+ -+ 4 cinza
32M° + - + - + + - + + + + + + + + - + + branco
17M° + + + + + + + - - + + + + + + + + + cinza
18M?° + _ + - + - - + - + + + + + + - + + cinza
25M° + - + - + + - + + + + + + + + - + + cinza
2M10 + + + + + + - + + + + + + + + - + + amarelo
4M"° + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ -+ o+ + + + + -+ % cinza
8m’™° + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ -+ o+ o+ o+ o+ o+ -+ 4 cinza
oM'° + + + + + + - + + + + + + + + - + + cinza
11M1° + 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ -+ o+ o+ o+ o+ o+ -+ o+ cinza
14M"° + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ -+ o+ + + + + -+ % cinza
Branco
8D? + + + + + + - + + + + + + + + - + + cinza
30M° + - + - + + - + - + + + + + + - + + branco
22Mm* + o+ o+ o+ o+ o+ -+ -+ A+ o+ o+ o+ o+ branco
31M7 - + + - + + - + + + + + + + + - + + branco
36D’ - + o+ o+ o+ o+ - + + o+ 4+ o+ o+ o+ O+ - + 4 cinza
Amarelo
4M8 + O+ o+ - + 4+ - + - + O+ o+ o+ o+ o+ o+ + + cinza
4D8 + O+ o+ o+ o+ o+ o+ O+ o+ O+ O+ O+ O+ +F o+ o+ o+ H cinza
8D® + o+ o+ - + + - + - + o+ o+ + + + - + + cinza
Marrom
23M° + - + O+ o+ - + o+ - + o+ o+ + + + - + + branco
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Tabela 2: (continuagdo) Caracterizagdo bioquimicas baseada na degradacdo de substratos, crescimento em diferentes
concentragbes de sais e produgdo de pigmentos das amostras isoladas de processo de compostagem da Usina de

Compostagem da Lomba do Pinheiro.
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8M? + + + + + + + + - + - + + - - - + + cinza
6M?3 + + + - + + - + - + - + + - + - + + branco
34D° + + + + + + - + + + - + + - + + + + branco
23M° + + o+ o+ o+ o+ -+ o+ -+ -+ -+ o+ cinza
38D° + + o+ o+ o+ o+ o+ -+ o+ -+ o+ -+ -+ o+ cinza
20M’ + + + + + 4+ - 4+ - + - + 4+ - 4+ - 4+ + branco
19D8 + + + o+ o+ o+ o+ o+ - + - + o+ - + - + o+ cinza
22D8 + + -+ o+ - - - -+ -+ o+ - -+ 4 cinza
38D?® + S T s S S S cinza
38M°8 + S T e S S cinza
5D° + - + + + + - + o+ 4+ - + + - + - + + amarelo
30M° + - + - + + + + + + - + + - + - + +  branco
36D° + + + + + + - + + + - + + - + - + +  branco
36M° + + + + 4+ + - + + + - + + - 4+ - + + branco
Amarelo
9D? + + 0+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ -+ o+ -+ o+ cinza
3Mm3 + + + + + + + + - + - + + - + - + + amarelo
35D1° + + + - + + + + - + - + + - + - + o+ cinza
Grupo E
Branco
3M1 + + + + + + + + + + + + + - + + + + cinza
o2Mm3 + + + - + + - + - + o+ + - - + - + + amarelo
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Tabela 2: (continuagdo) Caracterizagdo bioquimicas baseada na degradacdo de substratos, crescimento em diferentes
concentragbes de sais e produgdo de pigmentos das amostras isoladas de processo de compostagem da Usina de

Compostagem da Lomba do Pinheiro.

g £ ¢ 2 g g g £ £ ¥ &8 % 2 g o & E=
GuupoE |8 £ 5§ £ = & £ 9 % @ £ ~ = < F £ § £ £3
Banco | E 24 ¢ & 383 & 2 £ &2 £ 8 © 5 ©o £ § 5 § 8¢
< % 8 4 & & - % 2 2 ¥ & Z o N4 > £
- prd zZ (7))
13M° + + o+ o+ o+ o+ + o+ + - + 4+ - + 4+ + +  branco
19Mm3 + + + - + + - + - + + + + - + - + +  Branco
24D3 + - + + + + - + + + + + + + + + - Amarelo
4M° + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ - + 4+ - + + + + Amarelo
12D° + + + + + + - + - + + + + - + - + +  Branco
26M° + - + + + + - + - + + + + - + - + + Bege
38D° + - + + + + - + - + - + + - + - + + Cinza
3pD8 + + + - + + - - - + - + + - + - + + Cinza
7D° + - + - + + - + - + - + + - + + + + Cinza
31M° + + + - + + + o+ - + - + + - + - + + Cinza
22D + + o+ o+ o+ o+ - + - + - + 4+ - + - + 4+ Cinza
Amarelo
23Mm° + + o+ - + + - + - + + + + - + + + +  Amarelo
25D8 + + o+ o+ o+ 4 - - + o+ - + 4+ - + o+ o+ o+ Cinza
35D8 + _ + - + - + + - + - + + - + + + + Amarelo
12M° + - + - + - - + + + - + + - + - + + Cinza
16M° + - + - + - - + + + - + + - + - + + Cinza
Grupo F
Cinza
7D? + + - + + + + + + + + + - - + + + +  Cinza
11D? + + - + + + + + + + + + - - + + + +  Cinza
1D° + + + + + + + - + + + + - - + - + +  Cinza
7M° + + + + + + - + + + + + - - + - + +  Cinza
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Tabela 2: (continuacdo) Caracterizagdo bioquimicas baseada na degradacdo de substratos, crescimento em diferentes
concentragbes de sais e produgdo de pigmentos das amostras isoladas de processo de compostagem da Usina de
Compostagem da Lomba do Pinheiro.
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18M° | + + + + + - - + - + + + - - + - + + Branco
28M° + - + + + + - + - + + + - - + - + + Branco
2D" + o+ + + + + - + - + + + - - + - + + Cinza
10D% | + + + + + + - + + + + + - - + - + + Cinza
13D | + + + + + o+ - + + + + + - - + + + + Branco
26M° + - + + + + + + - + + + - - + - + + Branco
32D° |+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4 - + o+ o+ - - + + + + Cinza
25D’ - + + + + - + - + + + + - - + + + + Branco
27D’ + + + - + + + + + + + + - - + - + + Cinza
24D8 | + 4+ + + + + + + + + + + - - + - + + Branco
10D° + - + - + + - - - + + + - - + - + + Branco
24M° | + o+ + + + + + - + o+ - + - - + + + + Amarelo
32D° | + o+ + + + + - + o+ o+ - + - - + - + + Branco
40D° | + + + + + + - + + + + + - - + - + + Cinza
13D | + + + + + + + + + + + - - - + + + + Cinza
Branco
28M° | + o+ + + + + + + + + + - - - - + + + Branco
UM |+ o+ - + + + - - - + + + - - + + + + Branco
Grupo J
Cinza
11M? + o+ + + + + + + + + - + - - + - + - Cinza
21M° + o+ + + + + - + + + - - - - + - + - Cinza
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Tabela 2: (continuacdo) Caracterizagdo bioquimicas baseada na degradacdo de substratos, crescimento em diferentes
concentragbes de sais e produgdo de pigmentos das amostras isoladas de processo de compostagem da Usina de
Compostagem da Lomba do Pinheiro.
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22M° + o+ o+ + + + - + + + - - - - + - + - Cinza
30D° + _ + . + - - + - + - + - - + - + - Branco
30M° + 4+ + + + + - + + + - + - - + - + - Branco
21M’ + _ + + + + _ + - + - - - - + - + - Branco
26M° - - + + + + - + + + - + + - + - + - Branco
7D0 " + + + + + - + - + - - - - + - + - Branco
29D"° + O+ o+ + + + + + + + - + - - + - + - Branco
209M1"° + o+ o+ + + + + + + + - - - - + - + - Branco
Branco
44D° + o+ o+ - + + - + + + - + - - + - + - Marrom
20D8 + 4+ + - + + + + + + - + - - + - + - Cinza
38M8 + o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ - + - + - - + - + - Branco
Amarelo
20D’ + 4+ + - + + + + + + - + - - + - + - Branco
37D° + 4+ + + + + + - + + - + - - + - + - Amarelo
Grupo D
Branco
42M°® + o+ o+ o+ o+ o+ -+ -+ - - - + + + + Cinza
3D° + o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4 - + o+ - - - + - + - Branco
39D° + + + o+ o+ o+ o+ o+ - + o+ - - - + - + + Branco
Grupo G
Branco
6D’ + + + - + + - + + + - - - - + + + + Amarelo
6M'° + + + + - + + + + + - - - - + + + + Branco
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Tabela 2: (continuacdo) Caracterizagdo bioquimicas baseada na degradacdo de substratos, crescimento em diferentes
concentragbes de sais e produgdo de pigmentos das amostras isoladas de processo de compostagem da Usina de
Compostagem da Lomba do Pinheiro
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3D3 + + + - + + + - + + - - - + - + + Amarelo
12M3 + + + - + + - + - + + - - - + - + + Amarelo
13D3 + + + - + + - + - + + - + - + + Amarelo
12D* + + o+ - + + + + + + + - - - + + + + Amarelo
12M* + + + - + + + + + + + - - - + + + + Amarelo
Branco
17M3 + 0+ o+ o+ o+ o+ -+ -+ - - - -+ - 4+ + Amarelo
21M3 + + + - + + - + - + - - - - + - + + Branco
22D°% + 0+ o+ -+ o+ o+ o+ -+ - - - - + + + + Branco
27T\M3 + + + + + + 4+ + - + - - - - %+ - + 4+ Branco
31M° + + + - + + + + + + - - - - + - + + Branco
Cinza
sM* + + + - + + + - - + - - - - - - + + Branco
10D° + - + - + + - + - + + - - - + - + + Cinza
22D° -+ + - + + + 4+ 4+ 4+ - - - - '+ + + + Branco
22D’ + + + + + + - + - + + - - - + - + + Branco
28D’ + + + - + 4+ 4+ - 4+ 4+ - - - - + - + + Cinza
33M7 + + + . + + + + + + - - - - - - + + Amarelo
40D _ + + . + + - + - + - - - - + - + + Branco
oD? + + + - + + - + + + + - - - + - + + Cinza
28D°8 + + + - + + + 4+ - 4+ 4+ - - - + - + + Marrom
29D8 + + 4+ + + + - + - + + - - - + + + + Marrom
31D® + + + - + + + 4+ - 4+ 4+ - - - + - + + Branco
32D8 + + + - + + - + + + - - - - + - + + Branco
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Tabela 2: (continuacdo) Caracterizagdo bioquimicas baseada na degradacdo de substratos, crescimento em diferentes
concentragbes de sais e produgdo de pigmentos das amostras isoladas de processo de compostagem da Usina de
Compostagem da Lomba do Pinheiro

(=] (=]
o g = 3 ¢ s £ £ R & 5 g g o & §=
GupoH|2 =5 3§ £ =5 & £ @ § @ T = = - ® £ p = Eo
Cnza |[E 38 2 &8 3 & ¢ T & £ 8 © g © = 8 5 §5 82
< z 8 s 2 8 O 5 é’ 2 © T Z X > E
- prd zZ (7))
1D° P + - + + + + + - - - - + - + + Amarelo
29D? + o+ + - + + - + + + - - - - + - + + Branco
22M° + O+ + - + + - + + + - - - - + - + + Branco
33M° + - + . + + - + + + - - - - - - + + Branco
20D"° + o+ + - + + - + - + - - - - + - + + Branco
28M"° | + + - - + + + + - + - - - - + - + + Branco
30D + o+ + - + + + + - + - - - - + - + + Amarelo
Grupo |
Cinza
31D1° + + - - + + - + - + - - - - + - + + Branco
38D1° + + - - + + + + - + - - - - + - + + Branco
6M?2 + o+ + + + + - + - + - - - - + - + - Cinza
10M? + + + + + + - + - + - - - - + - + - Cinza
4D° + o+ + + + + - + - + - - - - + + + - Cinza
12D° |+ + + + + - 4+ + - 4+ - - - - + + + - Cinza
28D° + o+ + + + + - + - + - - - - + + + - Cinza
35D° + o+ + + + + - + - + - - - - + + + - Cinza
36D° + - + - + + + + + + - - - - + + + - Cinza
IYE + _ + + + + _ + + + - - - - + + + - Branco
33D? + o+ + - + _ + + - + - - - - + - + - Branco
35D° + o+ + + + + - + + + - - - - + - + - Branco
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Tabela 2: (continuacdo) Caracterizagdo bioquimicas baseada na degradacdo de substratos, crescimento em diferentes
pigmentos das amostras isoladas de processo de compostagem da Usina de

concentracbes de sais e produgao de

Compostagem da Lomba do Pinheiro

o o

Gupo |3 £ 2 . £ 5 2 , ¢ £ £ X 5 %5 g g o g EE
225 |\¢ 2 & 3 3 8 S f & ¢ £ 0o 5 5 £ § £ £ 28
Branco | < % § w8 o - 5 = z 8§ 8§ £ o X @E
TV + N + R + + R + - + - - - - - - + + Branco
15M3 + ) + - + + - + - + - - - - + - + + Amarelo
24M3 + ) + + + - _ + - + - - - + - + + Branco
26M° + - + 4+ 4+ - -+ - 4+ - - - - % - 4+ + Branco
Cinza

23M° + - + + + + + + - + - - - - + - + + Amarelo
17D8 + - + - + o+ o+ o+ - + - - - - - - + +  Cinza
33D8 + ) + - . + - + - + - - - - + - + + Branco
34D8 + - + - - - - + - + - - - - + + + + Cinza
40D8 + B} + o+ - - - - - + - - - - + - + +  Cinza
7D* + - + + + - + + - + - - - - + - + + Cinza
33D° + - + + + + + + + + - - - - + + + + Branco
37D° + - 4+ 4+ + + + 4+ 4+ 4+ - - - - '+ 4+ 4 + Branco
21D’ + ) + o+ 4 B} - + - + - - - - + - + + Amarelo
1D8 + - + o+ 4 - + o+ - + - - - - + - + + Branco
14D8 + -+ o+ o+ o+ - - -+ - - - - + - + + Cinza
29Mm?® + - + 4+ + + + 4+ - + - - - - '+ '+ + + PBranco
1M + - + - + + + + - + - - - - + - + + Amarelo
36D + - + o+ o+ o+ o+ o+ - + - - - - + + + + Branco
Bege

1M?® " } + + + + - + - + - - - - + - + + Branco
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Tabela 2: (continuacdo) Caracterizagdo bioquimicas baseada na degradacdo de substratos, crescimento em diferentes
concentragbes de sais e produgdo de pigmentos das amostras isoladas de processo de compostagem da Usina de
Compostagem da Lomba do Pinheiro

(o)) ] ® o X X o _
c 2 g g o & o £ £ £ © & 2 & g % ©&
= = < = oS = %) N~ £ — = = =
Outros S = 3 S =0 o € = +~ <~ @ R = =
= =] & zZ ] o © N @ (@) ] O — — = © o c n 8
Grupos o) ® ) O -— Koy I 2 = o ®) @) = () ) @© Q -=
< % 8 L@ 3 J % 2 8 7 © Z 4 3 E
L 4 = Z 2z =z 7]
15M" + + o+ + + + + + + + - + - - + + + + S/Pig
17M’ + + o+ o+ o+ o+ o+ - - - - + - - + - + + Amarelo
1D3 + -+ o+ o+ o+ o+ - + - - + o+ + + + - S/Pig
24M5 + - + + + - - =+ - - - + - - + - + + S/Pl
g
28M° + -+ o+ o+ o+ - + - + - + - - - + o+ - Amarelo
41M°® + -+ o+ o+ O+ - - + o+ - + o+ o+ - - + +  S/Pig
16D’ + -+ - + o+ - + + + o+ - - - + - + o+ S/Pig
22M’ + + + o+ o+ o+ - + - + -+ - - + - + + Branco
26D’ + + o+ + + + + - + + - + - - + - + + Branco
30D’ + - - + - - - - + + - + - - + - + + Amarelo
30M’ + + - - + + + - + + + + - - + - + + Branco
11D8 + -+ - + o+ - - - + - + o+ - + + + + S/Pig
27D8 + -+ + + + - - - + + + + - + - + + Branco
5Mm° + -+ - - + - - - + - + + + + - + - S/Pig
6M° + - + - + + + - - + - + + - + - + + Branco
32D° + -+ - - + - + - + - + + + + - + + S/Pig
4D + -+ o+ - + o+ o+ - + - + o+ + - + + Cinza

N° sobrescrito corresponde a identificacdo das coletas
M= coleta da leira Mista
D= Coleta da leira Doméstica
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Tabela 3: Caracterizagao bioquimicas baseada na utilizacdo de diferentes fontes de carbono e nitrogénio das amostras isoladas

de processo de compostagem da Usina de Compostagem da Lomba do Pinheiro.

oL
JNES
.92
JNEZ
oNE
,a.¢
NSz
JNEY
6L
N3
a0y
a0z
a9l
o6
S8
o9
,dsz
JNES

JNZE
JINSL
NS
NP
6L

Cinza
Grupo A/C

+
+
+
+
+
+
+
+
+

D-melecitose

D-xilose
Lactose
Fenilalanina
Histidina

Citrato Sodio
KNO3

Celobiose
D-frutose
D-galactose
D-manose
L-arabinose
L-ramnose
Manitol
M-inositol
Rafinose
Salicina
Sucrose
Trealose
Arginina
Cisteina

+

L-metionina
Serina
Treonina
Valina
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Q
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[ce]
O
<

=
=

Amarelo
Grupo
A/C

()]
=
I
N

marrom
Grupo
A/IC

+

+
+
=+
+
=+
+
+
+
+

D-melecitose

Celobiose
Citrato Sodio
D-frutose
D-galactose
D-manose
D-xilose
Lactose
L-arabinose
L-ramnose
Manitol
M-inositol
Rafinose
Salicina
Trealose
Arginina
Cisteina

Tabela 3: (continuacdo) Caracterizacdo bioquimicas baseada na utilizacdo de diferentes fontes de carbono e nitrogénio das
Sucrose

amostras isoladas de processo de compostagem da Usina de Compostagem da Lomba do Pinheiro.
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+

+

+

Fenilalanina
Histidina
KNOs5

+

L-metionina
Serina
Treonina
Valina
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Branco
Grupo E

Amarelo

Tabela 3: (continuacdo) Caracterizacdo bioquimicas baseada na utilizacdo de diferentes fontes de carbono e nitrogénio das

amostras isoladas de processo de compostagem da Usina de Compostagem da Lomba do Pinheiro.
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,,dSE

o~ (s2)
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Grupo B

(2] (o)) (9]
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M M ™

+
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+
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D-melecitose

Citrato Sodio
D-frutose
D-galactose
D-manose
D-xilose
Lactose
L-arabinose
L-ramnose

Celobiose
Manitol

+
+

M-inositol
Rafinose
Salicina
Sucrose
Trealose
Arginina
Cisteina
Fenilalanina
Histidina
KNO3
L-metionina
Serina
Treonina
Valina
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Tabela 3: (continuacdo) Caracterizacdo bioquimicas baseada na utilizacdo de diferentes fontes de carbono e nitrogénio das

amostras isoladas de processo de compostagem da Usina de Compostagem da Lomba do Pinheiro.

JN9Z
,dcl
,dol
N4
JN8Z
SNl
JNZ
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Cinza
Grupo F

SN9L
Tl
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Amarelo
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,,dCZ
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X))
N3
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N9z
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+

+
+
+
+

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
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D-melecitose + +

Citrato Sodio + +
D-xilose
Lactose

D-frutose
L-metionina

Fenilalanina
Histidina
Serina

D-galactose
KNO3

Celobiose
D-manose
L-arabinose
L-ramnose
Manitol
M-inositol
Rafinose
Salicina
Sucrose
Trealose
Arginina
Cisteina
Treonina
Valina
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Tabela 3: (continuacdo) Caracterizacdo bioquimicas baseada na utilizacdo de diferentes fontes de carbono e nitrogénio das

amostras isoladas de processo de compostagem da Usina de Compostagem da Lomba do Pinheiro.
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.dog
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Cinza
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+
+
+ + + + +
+ +
-+ o+ 4+
-+ o+
+ + + + + + +

+ + +
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+ + + + + + + + +

+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + +

+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +

+
+ + + + + + + + +

+ + +
+ + + + + + + + +

+ + + + + + + +
+

+ + + + + +

+ + +

+ + + + 4+

+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
+ + + +

+

CitratoSodio + + + + + + + +

D-frutose
D-galactose
D-manose
D-melecitose
D-xilose
Lactose
Fenilalanina
Histidina
L-metionina
Serina

L-arabinose
KNO;

Celobiose
L-ramnose
Manitol
M-inositol
Rafinose
Salicina
Sucrose
Trealose
Arginina
Cisteina
Treonina
Valina

+ + + + +

+
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Tabela 3: (continuacdo) Caracterizacdo bioquimicas baseada na utilizacdo de diferentes fontes de carbono e nitrogénio das
amostras isoladas de processo de compostagem da Usina de Compostagem da Lomba do Pinheiro.

Branco o @ Branco ¢ _ o Branco =~ o Amarelo = o o < ¢ Branco ; o o o o
GrupoJ 9 8 Z GrupoD § 0 § GrupoG @ S GrupoH Q § § & & GrupoHE 2 R g 2
¥ N ™ < ™ © - - - - - N N ™

Celobiose + o+ o+ + + 4+ + o+ + + + + o+ F+ + + +
Citrato Sodio - - - + - - + + + + o+ - - + - + + -
D-frutose + + + + + + - - - - - - - - -+ - -
D-galactose + + o+ + + + + + I S+ o+ o+ 4+
D-manose + + 4+ + + o+ + o+ + + + + o+ + 4+ + + 4+
D-melecitose - - + + - 4+ - - - - - - - - - - -
D-xilose + + o+ + + 4+ + + + + + + o+ ++ + + -
Lactose + o+ o+ -+ 4+ + o+ - - - - - - - - - -
L-arabinose + + 4+ + + o+ + + -+ o+ o+ 4+ + 4+ + + 4+
L-ramnose + - + + + + -+ - - -+ 4 S+ 4+ -+
Manitol + + o+ + + + + + - -+ o+ o+ ++ - + -
M-inositol + + o+ + + + + + - - - - - - - - - -
Rafinose + + 4+ + + - - - - - - - - - - - - -
Salicina - -+ - -+ - - - - - - - - - - -
Sucrose + - 4+ + + o+ - - - - - - - - - - - -
Trealose -+ o+ + + - + 4+ + + + - - + 4+ + + o+
Arginina + o+ - + 4+ - - - + + + + + + 4+ + + o+
Cisteina -+ o+ - - - - - - - - - - - - - -
Fenilalanina + + 4+ - - - - - - - - - - - - - -
Histidina + + + + + + - - + + + o+ o+ + 4+ + + 4+
KNO; + + o+ + + + + + + + + + + ++ + + 4+
L-metionina + + - -+ - - - - - -+ o+ + - - 4+ -
Serina + + 0+ - -+ + o+ + + + - - + 4+ + + 4+
Treonina + + o+ + + o+ + o+ - -+ o+ o+ T
Valina + + - + - + - - - - - - - - - - - -
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Tabela 3: (continuagcdo) Caracterizacdo bioquimicas baseada na utilizacdo de diferentes fontes de carbono e nitrogénio das
amostras isoladas de processo de compostagem da Usina de Compostagem da Lomba do Pinheiro.

Cinza L o o SR o N o B o W o S = S S~ SRR T 3 Branco H{ 4 YU
Grupo H s 2 J 8 & 83 F A3 3 » & - N8 Q9 g Grupol 5 8 ©
Celobiose + + + 4+ + + + + + + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ + + +
Citrato Sodio - -+ o+ - - - -+ o+ -+ - e e+ - + + o+
D-frutose - - - . oo a4 oo e e e e e e e ¥y O+ o+
D-galactose T e e 2 o - -
D-manose + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0+ + + o+
D-melecitose - - - - o ..o e e e oo e e - -+
D-xilose + + 4+ + + + + + + + + + + + + + + + 0+ + + o+
Lactose + + + - 4+ + + 4+ o+ - - - -+ o+ o+ o+ - - - -+
L-arabinose + + 4+ + + + + + + + + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ + + +
L-ramnose + + - - - o+ o+ - - - - -+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ + o+ 4+
Manitol + + + 4+ + + + + + + + + + o+ o+ o+ o+ o+ 4+ -+ o+
M-inositol T S S S S S T T S + o+ 4+
Rafinose - - - - oo .o oo e e e e e e e ¥ O+ o+
Salicina T o T T - -+
Sucrose - - - oo oo oo e e e e e e e -+ 4+
Trealose + + + + + + + + + + + 4+ o+ - - -+ o+ o+ + + 4+
Arginina + + + + + + + + + + + o+ - o+ o+ o+ o+ - 4+ - -+
Cisteina - ..o oo oo oo oo e + -
Fenilalanina - - - - oo oo e e e e e e e e e -
Histidina + + + + - - - -+ o+ o+ + o+ o+ O+ O+ O+ O+ O+ + + +
KNO; + + + + + + + + + + + + + + + + + o+ O+ + + 4+
L-metionina + + + - - - -+ - -+ o+ - - - oo - - ¥
Serina + + + 4+ + + + + + + + + + + + + + o+ 4+ + o+ o+
Treonina + + + + - + + + + + + + + 4+ 4+ o+ o+ o+ o+ + + o+
Valina - - - .- ..o e e o e e e e e + 4+ 4+
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Tabela 3: (continuacdo) Caracterizacdo bioquimicas baseada na utilizacdo de diferentes fontes de carbono e nitrogénio das
amostras isoladas de processo de compostagem da Usina de Compostagem da Lomba do Pinheiro.

Branco L o © o ©o ©o g5 o o Branco P T T Cinza © o o o ® o, 0
Grupol 2 B Q888358383 Guo =253z Guo L2280 38
~ - N O ™ M ™ 225 ~— v~ N 225 N «— o o < o ™

Celobiose + + + + + + + o+ + + + + + + + + + + + + +
Citrato Sodio -+ o+ o+ o+ - + 4+ -+ o+ o+ -+ o+ o+ - -+ o+
D-frutose - - - - e e e e - - - - - L
D-galactose + + 4+ + + + o+ o+ 4+ + + + + -+ + + o+ o+ o+ o+
D-manose + + + + + + + + + + + + o+ + + + + + + + +
D-melecitose - - -+ - -+ o+ - - - - - - - - - oL L
D-xilose + + + + + + + + + + + + o+ + + + + + o+ o+ o+
Lactose + - + + 4+ o+ o+ o+ o+ -+ - - -+ o+ o+ - - -
L-arabinose + + + + + + + + + + + + o+ + + + + + + + +
L-ramnose - - -+ 4+ o+ o+ - - - - - - - - - - ...
Manitol + + + + + + + + + + + + + + + + + + o+ o+ o+
M-inositol + + + - o+ o+ - o+ 4+ - o+ - - -+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
Rafinose - - -+ o+ o+ o+ o+ o+ - - - - e
Salicina + - - - 4+ o+ o+ - - + - - - - - - - - Lo
Sucrose -+ + + - -+ - 4+ - - - - o
Trealose + - + + + + o+ - o+ - -+ o+ + - 4+ - o+ - -
Arginina + + + + + - o+ o+ - + - + + + + + + - - - -
Cisteina + - - -+ - - - - - - - - - -
Fenilalanina S S N + - - - + + - o+ o+ o+ o+ o+
Histidina + + + + + + o+ o+ - -+ + o+ -+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
KNO; + + + + + + + + o+ + + + 4+ + + + + + 4+ + o+
L-metionina + + + + + + - o+ - -+ - - -+ -+ O+ o+ o+ o+
Serina + + 4+ + 4+ + + + 4+ + + + + + + + 4+ o+ o+ o+ o+
Treonina + + + + + + + + + + + + + + + + + + o+ o+ o+
Valina + + + + + o+ o+ o+ o+ - - - - + + + o+ o+ - o+ o+
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Tabela 3: (continuacdo) Caracterizacdo bioquimicas baseada na utilizacdo de diferentes fontes de carbono e nitrogénio das
amostras isoladas de processo de compostagem da Usina de Compostagem da Lomba do Pinheiro.
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3 isolados ficaram na familia D representadas por Streptomyces violaceal e
Streptomyces massasporeus, 2 representantes da familia G caracterizado por
Streptomyces fradiae. Os demais isolados foram distribuidos Grupo 225 com
19 representantes de Nocardia capreola, o grupo E com 18isolados
representados por Nocardia mediterranea e Actinomadura sp. e o grupo |
(n=12) representado por Nocardia sp. Dentre as analises foram identificados 13
isolados de Terrabacter tumescens e 4 Nocardiopsis sp. (Tabela 2,3,4).

Tabela 4: Distribuicdo dos isolados identificados nos deferentes grupos de
actinomicetos segundo em Williams et al. (1983a).

Grupos Representantes N° de isolados
GrupoAeC Varias espécies de Streptomyces 42 isolados
Grupo B Streptomyces rimosus 17 isolados
Grupo E Nocardia mediterranea e Actinomadura sp. 18 isolados
Grupo F Streptomyces lavendulae e Streptomyces 21 Isolados
Grupo J Streptomyces viridoflavus/acidofilicos 15 isolados
Grupo D Streptomyces violacea e Streptomyces 3 isolados
massaporeus
Grupo G Streptomyces fradiae 2 isolados
Grupo H Streptomyces cyanogriseus e Streptomyces 29 isolados
lateriticus
Grupo | Nocardia sp. 12 isolados
Grupo 225 Nocardia capreola 19 isolados
Nocardiopsis sp. Nocardiopsis sp. 4 isolados
Terrabacter sp. Terrabacter tumescens 13 isolados
Total - 195 isolados




4.3 Avaliagdo da atividade biocida dos actinomicetos isolados do
processo de compostagem

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana, areas de inibicdo
aparecem como zonas claras ao redor das colonias produtoras de metabdlitos
(figura 1). Dos 195 actinomicetos testados 93 (47,6%) amostras produziram
substancias inibitorias contra alguns dos microrganismos testados, destes 29

isolados (31,1%) inibiram mais de um microrganismo de relevancia clinica.

FIGURA 1: Areas de inibicdo produzidas por isolado pertencente ao género
Streptomyces contra Yersinia enterocolitica (fecha indica halo de inibicao).
Dentre os actinomicetos produtores de substancias biocidas a
maioria deles inibiram bactérias Gram-positivas como mostra a tabela 5. Sendo
que as bactérias patogénicas inibidas mais vezes foram Streptococcus
pyogenes (n=29), Staphylococcus aureus (n=26) e Bacillus cereus (n=22).

Entre as espécies Gram-positivas testadas o Micrococcus luteus foi o menos



inibido pelos actinomicetos avaliados, apenas 6 amostras produziram
metabodlitos com agdo contra Micrococcus luteus. Quanto as bactérias Gram-
negativas apenas Yersinia enterocolitica foi inibida por 3 isolados de
actinomicetos. Na avaliacdo dos isolados contra as leveduras testadas 15
actinomicetos foram capazes de inibir Candida albicans, principalmente os
representantes das familias B, Grupo 225, grupo H. Ja Criptococcus
neoformans foi inibido somente por 5 isolados de actinomicetos, 0s quais sdo
representantes das familias H (n=3), J (n=1) e A e C (n=1).

Dentre os géneros produtores de metabdlitos bioativos ressaltamos
0 género Streptomyces que representou 70% dos isolados produtores de
compostos bioativos, seguidos de Nocardia com 20% e Terrabacter com 8%
conforme observar-se na tabela 5.

Na avaliacdo dos grupos de actinomicetos com atividade biocida
contra bactérias Gram—positivas, destacamos o grupo H, onde os isolados
produziram compostos bioativos contra todas as bactérias Gram-positivas
testadas (Tabela 6). Cabe ressaltar ainda que dentro dos diferentes grupos foi
possivel observar isolados com atividade em mais de um microrganismo
patogénico. No Grupo A e C um isolado foi capaz de inibir Staphylococcus
aureus e Streptococcos pyogenes, 0 grupo 225 onde um dos isolados inibiu
Listeria. monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e
Streptococcus pyogenes (Figura 2). O grupo F apresentou um isolado com
capacidade de inibir Candida albicans, Listeria monocytogenes, Shigella

dysenteriae, Streptococcus pyogenes e Streptococcus mutans e o grupo H o



qual um dos isolados inibiu Staphylococcus aureus, Candida albicans,
Criptococcus neoformans e Streptococcus pyogenes (Figura 3).

Na avaliacdo da atividade biocida contra bactérias Gram-negativas
destacamos os grupos B, E e F os quais inibiram pelo menos uma das
bactérias Gram-negativas testadas. O grupo H foi o que apresentou a melhor
atividade contra bactérias Gram-negativas inibindo Escherichia coli e Yersinia
enterolcolitica. O género Terrabacter foi ativo contra Enterobacter cloacae
(Tabela 7). Os resultados mostram a capacidade dos actinomicetos na
producdo de compostos bioativos naturais.

Na avaliacdo da atividade antifungica verificou-se que os grupo 225
(n=3),Grupo B (n=3), e 0 género Terrabacter foram os melhores produtores de
metabolitos bioativos contra Candida albicans e isolados pertencentes aos
grupos H (n=2) e do Grupo A-C (n=2) foram ativos contra Criptococcus
neoformans.

Para melhor avaliar as condicfes de producdo de metabdlitos foram
testados diferentes temperaturas e periodos de incubacao: 37°C e 30°C e 7,10
e 14 dias. Os parametros ideais para a producao foram a temperatura de 30°C
e incubacdo de 14 dias nos quais os isolados produziram mais compostos

bioativos e zonas de inibicdo maiores.



(a) (b)

Figura 2: Halo de inibicdo demonstrando a atividade biocida de um isolado do
grupo 225 contra (a) Staphylococcus aureus (b) Streptococcus pyogenes, (c)

Bacillus cereus



(d) (e)

(f

Figura 3: Halo de inibicdo demonstrando atividade biocida de um isolado do
Grupo H contra (d) Criptococcus neoformans, (e) Candida albicans e (f)

Streptococcus pyogenes.



Tabela 5: Distribuicdo dos géneros produtores de compostos biocidas testados

contra bactérias e fungos de importancia clinica

Q. : o

o o 73 b

2 2 5 7

Controles > %‘ 3] =3

ATCC £ 3 3 5

= (&) © =

o o = ()

o e o S

Z = Z

Bacillus cereus 33018 15 7 - -
Candida albicans 18804 8 5 2 -
Criptococcus neoformans 3205 5 - - -
Enterobacter cloacae 23355 1 - 1 -
Eschericia coli 00123 2 - - -
Klebsiella pneumoniae 12530 - - - -
Listeria monocytogenes 25410 14 2 1 -
Micrococcus luteus 12305 4 - 2 -
Pseudomonas aeruginosa 25668 - - - -
Salmonella enteritidis 13076 1 1 - -
Shigella dysenteriae 13313 1 - - -
Staphylococcus aureus 00387 20 4 2 -
Streptococcus mutans 25175 9 - - -
Streptococcus pyogenes 8668 19 7 3 -



Yersinia enterocolitica 9610 2

ATCC: Americam Type Culture Collection



Tabela 6: Distribuicdo da atividade antimicrobiana dos grupos, representados em numeros absolutos contra bactérias Gram-

positivas.
Grupos Géneros Bactérias
_ de_ testadas
actinomiceto Bacillus Listeria Micrococcus Staphylococcus Streptococcus Streptococcus
cereus  monocytogenes luteus aureus mutans pyogenes

Grupo A-C | Streptomyces 2 2 - 7 3 9
Grupo B Streptomyces 3 3 1 3 - 2
Grupo E Nocardia 3 - - - - 4
Grupo F Streptomyces 2 4 - 3 2 2
Grupo J Streptomyces 1 3 - 2 1 1
Grupo D Streptomyces - - - 1 - 1
Grupo G Streptomyces 1 1 - - 1 -
Grupo H Streptomyces 6 1 3 4 2 4
Grupo | Nocardia - 1 - 1 - 1
Grupo 225 Nocardia 4 1 - 3 - 2
Nocadiopsis | Nocadiopsis - - - - -
Terrabacter | Terrabacter - 1 2 2 - 3
Total 22 17 6 26 9 29




Tabela 7: Distribuicdo da atividade antimicrobiana dos grupos, representados em numeros absolutos contra bactérias Gram-

negativas.
Grupos Géneros Microrganismos
de testados
actinomiceto Enterobacter  Escherichia Salmonella Shigella Yersinia
cloacae coli enteritidis dysenteriae enterocolitica

Grupo A-C | Streptomyces - - - - -

Grupo B Streptomyces 1 - 1 - -
Grupo E Nocardia - - 1 - 1
Grupo F Streptomyces - 1 - 1 -

Grupo J Streptomyces - - - - -
Grupo D Streptomyces - - - - -
Grupo G Streptomyces - - - - -
Grupo H Streptomyces - 1 - - 2
Grupo | Nocardia - - - - -
Grupo 225 Nocardia - - - - -
Nocadiopsis | Nocadiopsis - - - - -

Terrabacter Terrabacter 1 - - - -

Total 2 2 2 1 3




4.5 Avaliacéo da atividade enzimatica dos actinomicetos

Os diferentes substratos foram utilizados para avaliar a atividade
enzimatica dos isolados. Observou-se que todos os isolados apresentaram
atividade sobre alguns dos substratos testados. O género Streptomyces foi a
que apresentou o maior numero de isolados com atividade enzimatica. Apenas
nos meios com gelatina, pectina e 6leo de oliva houve um menor niumero de
isolados com as enzimas correspondentes.

O género Nocardia evidenciou alta atividade com relacdo a amilase,
pois 100% dos isolados hidrolisaram o amido; além disso a caseinase ocorreu
em 95% dos isolados deste género.

O perfil enzimatico dos isolados entre os grupos foi muito
semelhante, porque nos substratos como o amido, a caseina e a
carboximetilcelulose foram hidrolisados pela absoluta maioria dos isolados
(Tabela 9).

As enzimas com mais baixo indice de atividade entre os diferentes
grupos identificados neste trabalho foram a lipase, gelatinase e pectinase. A
pectina foi o substrato menos hidrolisado entre os grupos.

Entre os grupos melhores produtores de enzimas extracelulares
destacamos os grupos A e C, B, F, H, I, E e 0 género Terrabacter, os quais
apresentaram isolados capazes de hidrolisar todos os substratos avaliados

(Tabela 9).
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TABELA 8: Porcentagem dos diferentes géneros de actinomicetos que apresentaram atividade enzimatica utilizando

diferentes substratos.

Géneros Enzimas
avaliadas
Amilase  Amilase Caseinase Celulase Esterases Gelatinase Lipase Pectinanse
pH 7 pH10
Streptomyces 94% 98% 94% 93% 93% 45% 51% 21%
Nocardiopsis 100% 100% 50% 50% 50% - - -
Nocardia 100% 100% 95% 85% 75% 34% 24% 38%
Terrabacter 100% 100% 100% 100% 100% 53% 53% 30%
Numeros de 188 193 184 178 172 79 86 51
isolados (96%) (98%) (94%) (91%) (88%) (40%) (44%) (26%)
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Tabela 9: Perfil enziméatico de cada grupo de actinomicetos identificados mais os géneros Terrabacter e Nocardiopsis

representado em nimeros percentuais.

Grupos Géneros Enzimas
avaliadas
Amilase Amilase Caseinase Celulase Esterase Gelatinase Lipase Pectinase
pH 7 pH 10
Grupo A-C | Streptomyces 9295 97% 95% 97% 88% 33% 47% 26%
Grupo B | Streptomyces  100% 100% 94% 82% 94% 41% A47% 11%
Grupo E Nocardia 100% 100% 100% 72% 83% 22% 38% 44%
Grupo F | Streptomyces g5y, 100% 85% 100% 90% 52% 66% 42%
GrupoJ | Streptomyces 9394 100% 100% 93% 93% 46% 73% -
Grupo D | Streptomyces  100% 100% 100% 100% 100% 66% - 33%
Grupo G | Streptomyces  100% 100% 100% 100% 100% 50% 50% -
Grupo H | Streptomyces 9304 96% 96% 86% 100% 44% 41% 17%
Grupo | Nocardia 100% 100% 83% 91% 83% 33% 25% 50%
Grupo 225 Nocardia 100% 100% 100% 94% 63% 47% 10% 26%
Nocardiopsis | Nocardiopsis 100% 100% 50% 50% 50% 50% - -
Terrabacter | Terrabacter 100% 100% 100% 100% 100% 38% 53% 30%
Total de
isolados 96% 98% 94% 91% 88% 40% 44% 26%

ativos




5. DISCUSSAO

5.1 Identificac&o bioquimica dos isolados

A coloracdo de Gram, uma das primeiras etapas na identificacdo dos
actinomicetos permite observar a grande variedade de formas neste grupo de
microrganismos. Esta ampla variedade morfoldgica ja havia sido verificada por
Connell (2001), que em seu trabalho considerou os actinomicetos um grupo de
microrganismos com caracteristicas morfologicas diversificadas,
compreendendo bactérias que se dividem por fissdo binéria, tais como
Corynebacterium, espécies com envelope celular e ramificagbes como
Mycobacterium e Nocardia, até espécies amplamente ramificadas e
filamentosas como os Streptomyces.

Com a andlise dos microcultivos dos isolados foi possivel a
observacdo de varias caracteristicas morfolégicas tais como: ramificacdo do
micélio ao nivel de substrato, do micélio aéreo, fragmentacédo ou producao de
esporos, sendo que os géneros Streptomyces e Nocardia foram predominantes
no presente trabalho. Segundo outros autores ha predominancia do género

Streptomyces em processos de compostagem (McCarthy & Williams, 1990;
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Oliveira, 2002; Tuomela et al., 2000). Resultados semelhantes foram
encontrados por Lacey (1997) em seu trabalho com actinomicetos em leiras de
compostagem. O autor observou que o0s géneros predominantes foram
Streptomyces e Nocardia, seguidos por Thermoactinomyces,
Thermomonospora e Micromonospora. A alta incidéncia de Streptomyces pode
estar relacionada com o fato deste microrganismo ter crescimento mais rapido
do que os demais actinomicetos. Segundo Araujo (2000) a maioria dos
actinomicetos tem ciclo celular de 2 a 3 dias, enquanto em que Streptomyces é
de 1,7 dias. Além disto os Streptomyces produzem compostos que controlam o
crescimento de outras bactérias e fungos o que os torna melhores
competidores (Suutari et al., 2002).

Taiwo e Oso (2004) estudando a diversidade de populacdes
microbianas durante a compostagem, isolaram e identificaram varias bactérias
(Gram-positivas e Gram-negativas) e espécies pertencentes ao género
Streptomyces foram encontradas durante a fase mesofilica e de maturacéo.
Por outro lado o género Nocardia freqiientemente aparece devido a sua ampla
distribuicdo no ambiente. O género Terrabacter é pouco citado como um
género predominante ou freqlente durante o processo de compostagem. Este
fato pode estar associado ao material presente na leira, pois a diversidade das
populacdes microbianas geralmente é influenciada pelo tipo de material a ser
decomposto. Além disso, este fato pode ser um reflexo da falta de trabalhos
publicados na area, pois muitos microrganismos presentes durante o processo

de compostagem ainda ndo foram cultivados e identificados.
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A dificuldade no processo de identificagdo dos actinomicetos €
devido a variabilidade na caracterizacdo dos testes que envolvem varios
fatores como: a quantidade de inéculo, a temperatura de incubacédo, o periodo
de incubacdo, bem como os critérios usados para avaliar os resultados
positivos e negativos, uma vez que em varios testes pode-se considerar 0s
critérios bastante subjetivos.

No presente trabalho a identificacdo dos isolados foi determinada
pela comparacdo das caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas dos isolados,
0s quais foram agrupados nas familias de acordo com Williams et al.(1983a). A
identificacdo entre os isolados ao nivel de espécie foi dificultada devido a
similaridade das caracteristicas bioquimicas das amostras com relacdo aos
grupos propostos por Williams et al.(1983a). Algumas provas bioquimicas
foram determinantes na separacdo dos grupos tais como a producdo de
melanina, a concentracdo de NaCl e a producdo de gas H,S. Entretanto em
relacdo as espécies estas provas ndo determinam uma distingdo precisa entre
os isolados, sendo assim necessario outras provas bioguimicas como a
resisténcia a varios antibidticos, o crescimento dos microrganismos em
diferentes temperaturas, a avaliacdo da producdo de pigmentos sensiveis ao
pH, entre outras. Um outro fator limitante no processo de identificacdo é o
tempo de crescimento dos isolados em determinados meios de cultura, bem
como a sensibilidade destes frente a faixas de pH restringindo a determinacéo
de algumas espécies.

Um outro fator que foi pouco evidenciado em nosso trabalho foi a

coloracdo da massa de esporos, a qual ndo variou significativamente entre os
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isolados sendo que na maioria deles a coloracdo predominante foi o cinza e o
branco, cores que sao amplamente evidenciadas na maioria das familias de
actinomicetos. Um fator que deve ser levado em consideracdo quanto a
coloracdo do micélio aéreo dos grupos de actinomicetos é o meio de cultura
utilizado (Holt et al., 1989). Muitos actinomicetos crescem em meios de cultura
comuns usados na rotina no laboratorio, porém outros requerem meios de
cultura especiais para a diferenciacao dos esporos e a producdo de pigmentos,
bem como as condi¢cdes de incubacao, temperatura e a faixa de pH utilizada
neste processo.

Com base nas caracteristicas avaliadas no processo de identificacdo
de espécies varias chaves sao construidas porém poucas espécies sao
distinguidas (Dietz, 1986).

Taddei et al. (2005) trabalhando com o isolamento e a identificacao
de actinomicetos oriundos de solo analisaram varias provas bioquimicas de 71
isolados de Streptomyces, 0s quais demonstraram uma taxonomia entre Si
bastante semelhante, de forma que estes poderiam ser agrupados em um
mesmo grupo. Um outro fator relevante no trabalho de Taddei et al.(2005) foi a
analise comparativa usando software “Minitab” que apresentou que dos 71
isolados 67 sdo presumivelmente padrées novos de actinomicetos pois estes
apresentaram uma menor similaridade com outras espécies reportadas, sendo
que apenas quatros isolados foram 100% idénticos com uma, duas ou trés
espécies de Streptomyces.

O microcultivo utilizado para a diferenciacdo dos isolados torna-se uma

ferramenta essencial no processo de identificacdo entre os actinomicetos, uma
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vez que esta técnica possibilita a visualizacdo de algumas estruturas
reprodutivas dos isolados, a presenca ou auséncia dos esporos, a distribuicdo
e analise da superficie das estruturas reprodutivas, contribuindo assim para a
distincdo entre os géneros. A técnica do microcultivo descrita por Stanley et al.
(1989) possibilitou a observacao de varias caracteristicas morfolégicas. Entre
os varios trabalhos realizados no isolamento e identificacdo de actinomicetos,
muitos destes estdo reportando o surgimento de espécies novas nas quais as
caracteristicas fisiologicas, morfolégicas e genéticas sdo avaliadas para a
determinacdo de novas espécies (Taddei et al.,2005; Groth et al., 2003; Xu et
al.,1998; Li et al., 2002; Al-Tai et al., 1999). Os métodos moleculares,
notavelmente a andlise filogenética da regido 16S rDNA, tem aumentado com
relacdo a sistematica de Streptomyces (Kim et al.,1998; Embley &
Stackebrandt, 1994; Mehling et al., 1995). A andlise genética juntamente com
avaliacdo das caracteristicas morfoldégicas e bioquimicas pode proporcionar
informacdes Uteis e reduzir assim o risco de classificacéo incorreta.

Os métodos para uma rapida e precisa identificacdo de
actinomicetos incluem a andlise da composicdo de &cidos graxos por
cromatografia,como sugerida por Drucker, (1981), ou a andlise de DNA (Anzai
et al., 1994). A identificacdo dos actinomicetos € baseada em caracterizacdes
bioquimicas e moleculares como realizado por Valenzuela et al. (2005) onde
eles identificaram 12 isolados de Nocardia asteroides por técnica de PCR-
RFLP e provas bioguimicas. A identificacdo de Nocardia tem sido
tradicionalmente baseada na caracterizacdo morfologica e testes bioquimicos

(Kwon-Chung & Bennett, 1992; Mishra et al.,1980). As técnicas de biologia
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molecular como PCR-RFLP em combinacdo com o0s testes bioquimicos
convencionais permitem uma caracterizacdo mais precisa das espécies
conhecidas. Métodos tradicionais para a identificacdo de actinomicetos séo
lentos e muitos possuem elevados custos, assim 0s enfoques em biologia
molecular na identificacdo sé@o principalmente usados pela sua velocidade e
eficiéncia, mas mesmo assim os testes bioquimicos e morfolégicos ndo podem

ser descartados, mas possivelmente diminuidos.

5.2 Atividade antimicrobiana

A busca por novos metabdlitos, principalmente antibidticos efetivos
contra bactérias patogénicas multiresistentes € constante. Varios
microrganismos sao capazes de produzir substancias bioativas como espécies
de Bacillus, Penicillium, Pseudomonas, Streptomyces.

A producédo de metabdlitos foi evidenciada neste trabalho, em 47,6% (93
dos isolados) das amostras, as quais produziram substancias inibitérias contra
algum dos microrganismos testados (tabela 5) e destas 31,1% (n=29) inibiram
mais de um microrganismo patogénico, confirmando assim, o potencial deste
grupo de microrganismos. Dentre os actinomicetos produtores de substancias
bioativas a maioria inibiu bactérias Gram-positivas. Basilio et al. (2003)
avaliando a producdo de compostos antimicrobianos por actinomicetos isolados
de solo também verificaram uma alta taxa de inibicdo de bactérias Gram-
positivas.

Saadoum et al. (1999) encontraram uma alta porcentagem contra

cocos e bacilos Gram-positivos e uma menor atividade contra Mycobacterium



85

vaccae, Escherichia coli, Aspergillus niger e Candida albicans. Em outros
estudos realizados com actinomicetos endofiticos pertencente aos géneros
Streptomyces, Microbispora, e Streptosporangium, isolados de diferentes
espécies de plantas, também foi observada atividade antagbnica contra
bactérias Gram-positivas e fungos (Araujo et al., 2000).

As  espécies  Streptomyces  hygroscopicus,  Streptomyces
melanosporofaciens e Streptomyces violaceusniger foram caracterizadas por
Williams et al. (1983a) por sua alta atividade contra bactérias Gram-positivas e
fungos.

Pode-se observar que entre 0s microrganismos alvos testados com
relevancia clinica, as espécies Streptococcus pyogenes, Staphylococcus
aureus e Bacillus cereus foram os mais inibidos, evidenciando a capacidade
dos actinomicetos em produzir metabolitos eficientes contra microrganismos
Gram-positivos. Entre as inUmeras pesquisas na busca de novos metabdlitos
Kitouni et al. (2005) testaram 25 amostras de actinomicetos isolados de varios
habitats contra Staphylococcus aureus e Streptococcus faecalis sendo que 8 e
7 amostras de actinomicetos inibiram os isolados respectivamente. Em
pesquisas realizadas com fungos endofiticos, Pelaez et al. (1998) constataram
atividade antagonica de alguns fungos contra Staphylococcus aureus e Bacillus
subtilis.

Avaliando a atividade bactericida de outras espécies de Bacillus
Yilmaz et al. (2005) reportaram a producdo de substancias inibitérias contra
Staphylococcus aureus sendo que em suas analises a espécie foi inibida por

Bacillus brevis.
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Neste trabalho Micrococcus luteus foi um dos microrganismos
Gram-positivos menos inibido pelos actinomicetos, provavelmente devido a
similaridade filogenética entre estes grupos. Alderson (1985) em estudos
reportados sobre a filogenia intragrupos verificou a proximidade entre as
espécies do género Arthrobacter e alguns Micrococcus, especificamente
Micrococcus luteus, fato este pode estar associado a pouca atividade
antimicrobiana dos actinomicetos contra estes microrganismos.

Durante a avaliacdo dos actinomicetos contra bactérias patogénicas
Gram-negativas poucos isolados foram capazes de inibir este grupo. A baixa
atividade contra bactérias Gram-negativas pode estar associada a estrutura
complexa da membrana externa destes microrganismos. Em estudos sobre a
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas, Perez et al. (1993)
reportaram que espécies como Bacillus subtilis MIR 15 apresentaram atividade
contra Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Alsim et al. (2002)
encontraram potencialidade nos padrées, Bacillus thuringiensis, Bacillus
subtilis, Bacillus megaterium e Bacillus brevis que foram ativos contra
Escherichia coli e Yersinia enterocolitica. Varios estudos demonstram a baixa
atividade contra bactérias Gram-negativas. Os actinomicetos isolados de solo,
amostras de agua e cascas de arvores foram avaliados para a producédo de
metabolitos. Entretanto apenas trés amostras foram ativas contra Escherichia
coli, duas amostras de actinomicetos oriundas de agua salgada foram bioativas
contra Proteus vulgaris e dois isolados de amostras de solo foram
metabolicamente ativos contra Pseudomonas aeruginosa (Kitouni et al., 2003).

Em estudos anteriores Basilio et al. (2003) observaram que 230 isolados de
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amostras de solo sob condi¢cdes diferentes de pH e salinidade produziam
metabolitos sendo que poucos foram ativos contra Pseudomonas aeruginosa
(n=17) e Serratia marcescens (n=26).

De acordo com a analise da atividade antifungica, os quais foram
testados contra Candida albicans e Criptococcus neoformans houve uma
atividade relativamente menor quando comparada com a atividade bacteriana,
sendo que 21,5% (n=20) inibiram algumas das espécies testadas. Fungos séo
microrganismos eucariotos que exibem uma estrutura de célula similar a dos
animais superiores, fato que dificulta a descoberta de compostos que
seletivamente inibam o metabolismo de fungos sem exibir alguma toxicidade ao
homem (Berdy, 1989). Ouhdouch et al.(2001) avaliaram a capacidade de
producdo de metabdlitos antifungicos de 320 actinomicetos isolados de varios
habitats os quais apresentaram atividade contra 22 amostras de Candida
albicans e 18 Candida tropicalis. Augustine et al. (2005) também constataram
atividade antifungica, sendo que dos 218 actinomicetos isolados 14% deles
produziram metabdlitos com atividade antifungica.

A producdo de metabdlitos antifungicos € influenciada pelos
componentes do meio de cultura e condi¢cdes de crescimento dos isolados
como aeracao, pH, temperatura, agitacdo as quais variam entre organismos
(lwai & Omura, 1982).

Em nosso trabalho também avaliamos certas condi¢cdes as quais foram
importantes para analise da producdo de metabdlitos. Quanto a influéncia da
temperatura na atividade biocida, os isolados obtiveram uma 6tima atividade na

temperatura de 30°C. Na temperatura de 37°C os isolados apresentaram um
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otimo crescimento, porém pouca producédo de metabdlitos. Diferentes trabalhos
tém reportado condicbes de otimizacdo na producdo de metabdlitos, Iwai &
Omura (1992) observaram dominancia de padrdes mesofilicos na producéo de
antibioticos. O género Streptomyces usualmente produz antibiéticos em
temperaturas proximas a 27°C (Ouhdouch et al., 2001). Actinomicetos
termofilicos como Thermactinomyces produzem metabdlitos bioativos em
temperaturas superiores a 40°C.

O tempo de incubacdo também foi um fator que influenciou na atividade
dos isolados testados, as amostras apresentaram halos de inibicdo maiores em
periodos de 14 dias, fato associado a deplecdo de nutriente que favorece a
producdo do metabdlito. Boudjella et al. (2005) isolaram actinomicetos de
amostras de solo, os quais apresentaram uma boa atividade bioativa em 14
dias de incubacdo. Para a producdao de metabdlitos a menor prioridade € o
crescimento rapido, assim guando o crescimento é restrito pela deplecédo de
nutrientes ou a baixa disponibilidade de algum nutriente essencial o
metabolismo secundario € expresso, assim o fato dos actinomicetos
caracterizarem-se fisiologicamente pelo crescimento lento e serem
microrganismos poucos exigentes o0 tempo de incubacdo associado a
temperatura contribui para a producao de substancias bioativas.

Embora a ordem Actinomycetales compreenda mais de 80 géneros
diferentes, a maioria dos metabdlitos tem sido isolada de espécies de
Streptomyces. Na analise de isolados produtores de compostos bioativos o
género Streptomyces 70% dos isolados com atividade biocida contra alguns

dos microrganismos testados. Esta alta freqiéncia de espécies de
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Streptomyces com atividade antimicrobiana tem sido observado em outros
habitats como no solo e na agua (Ouhdouch et al., 2001). O género Nocardia
sp. representou 20,5%, Terrabacter sp. 8,6% na producdo de substancias.
Além das espécies de Streptomyces, as quais sdo produtoras de compostos
industrialmente importantes o género Nocardia, em nosso trabalho, mostrou um
potencial na producdo de compostos contra microrganismos patogénicos onde
pode-se evidenciar acdo contra Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus, entre outros.

Basilio et al. (2003) analisando amostras de solo isolaram 335 padrdes
de actinomicetos, sendo que destes 235 eram pertencentes ao género
Streptomyces e 100 actinomicetos a outros géneros. Destas amostras 77%
produziam substancias bioativas. Muitos dos metabolitos produzidos sao
oriundos do género Streptomyces, no entanto outros géneros de actinomicetos
também apresentam a capacidade de produzir metabdlitos de importancia
comercial. Trinta e trés antibidticos produzidos por Streptosporangium s&o
conhecidos os quais foram reportados por Cooper et al. (1990), Hida et al.
(1995) e Takizawa et al. (1995). Nocardiopsis e Saccharothrix isolados
coletados de solos do deserto do Saara apresentaram atividade antagobnica
contra varios microrganismos patogénicos como reportado por Zitouni et

al.(2005).

5.3. Atividade enzimatica
5.3.1. Amilase
Para avaliacdo da atividade enzimatica, diferentes substratos foram

avaliados com o objetivo de testar o potencial biotecnolégico dos
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actinomicetos. Dentre os varios substratos testados o amido foi avaliado em pH
7 e pH 10. Os géneros Streptomyces e Nocardia predominaram quanto a
hidrolise deste substrato, fato que também foi reportado por Vigal et al. (1990).
Sunna & Hashawa (1990) e Wjbenga et al. (1991) verificaram a producao de
amilase por espécies de Bacillus em pH 8,6. Espécies endofiticas de
Nocardiopsis também produziram amilase na fase logaritmica continuaram a
secretar a enzima na fase estacionaria em trabalho reportado por Stamford et
al. (1998). A atividade da amilase produzida por Nocardiopsis sp. foi detectada
em uma faixa de pH de 3,0 a 8,0 e a atividade enzimatica 6tima foi em pH 5,0.
A associacdo do desenvolvimento celular e a producao da enzima foi
detectado por Davis et al. (1980) em Bacillus sterothermophilus e por Castro et

al. (1993) em Bacillus amyloliquefaciens.

5.3.2. Proteases

Proteases constituem um dos mais importantes grupos de enzimas
industriais. A habilidade para produzir uma variedade de enzimas pode ser um
fendbmeno atrativo em procariotos. De todos os isolados testados 94% foram
capazes de hidrolisar a caseina, sendo que 122 isolados sdo pertencente ao
género Streptomyces.

Gibb & Strohl (1988) observaram a producdo de proteases por
Streptomyces peucetius. Diferentes proteases foram isoladas de Streptomyces
lividans reportadas por Aretz et al. (1989). Hozzein et al. (2004) reportaram
producao de proteases por Nocardiopsis alkaliphila.

Entre o grupo dos actinomicetos Thermoactinomyces, Nocardia,

Micromonospora e Nocardiopsis sdo os melhores produtores de proteases 0s
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quais foram reportados por Kim et al. (1994). Proteases termofilicas de
actinomicetos com uma alta atividade tem sido reportada por
Thermoactinomyces vulgaris e Nocardiopsis dassonvillei.

Gey & Unger (1995) observaram em Bacillus stearothermophilus
TP26 a producdo de protease extracelular tendo uma temperatura 6tima de
producado de 75°C. Shumi et al. (2004) reportaram o isolamento de 25 amostras
pertencente ao género Bacillus sp. oriundas de varias fontes, as quais foram
purificadas e avaliadas em substratos contendo caseina, albumina e gelatina.
Os autores observaram que o0s isolados apresentaram Otima atividade
proteolitica em meio liquido.

Avaliando a capacidade dos actinomicetos isolados neste trabalho
em hidrolisarem substratos como gelatina, 79 isolados foram capazes de
produzir gelatinase, representado 40% dos isolados. Considerando, o baixo
namero de actinomicetos que foram capazes de hidrolisar este substrato, pode-
se discutir que este fato possa estar associado ao meio de cultura que foi
utilizado, meio rico em extratos e peptona além da temperatura que € um fator
determinante para a degradacdo da gelatina. Os actinomicetos sé&o
microrganismos poucos exigentes podendo crescer em meios de culturas com
predominancia de sais e a temperatura ideal para o seu crescimento na maioria
das vezes € 30°C. O género Streptomyces foi aquele que apresentou o maior
namero de isolados com capacidade de hidrélise da gelatina. Em um trabalho
realizado com actinomicetos termofilicos isolados de amostras de solos 18
isolados apresentaram atividade colagenolitica (Gousterova et al.,1998).

Azeredo et al. (2003) verificaram que um padrao de Streptomyces isolado de
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solo de cerrado foi capaz de hidrolisar gelatina, caseina e albumina bovina,

sendo uma caracteristica bastante comum entre este grupo de microrganismos.

5.3.3 Celulases

Importantes enzimas estao envolvidas no processo de compostagem
sendo que as celulases sdo de grande importancia na degradacéo de materiais
de origem vegetal.

A producdo de celulases tem despertado a atencdo devido a
diversidade de aplicacbes bem como a facilidade de entendimento do
mecanismo de hidrélise enzimatica dos polimeros dos carboidratos das plantas
(Bhat & Bhat., 1997). Neste trabalho a maioria dos isolados testados
apresentaram atividade celulolitica (91%). Fato que demonstra a capacidade
destes microrganismos de utilizarem uma variedade de fontes de carbono,
sejam monossacarideos, dissacarideos ou polissacarideos. A producdo de
celulases por actinomicetos € avaliada por diversos trabalhos, nos quais
empregam-se fontes de celulose (brutas e purificadas, cristalina e amorfa). As
melhores condi¢cfes para o crescimento e a producdo destes microrganismos
como temperatura, pH e concentracdo de substrato sdo cuidadosamente
estudadas. Apesar da diversidade dos actinomicetos, o género Streptomyces é
um dos maiores produtores de celulases deste grupo. Das amostras
identificadas o género Streptomyces representou o maior numero de amostras
celuloliticas com 67% dos isolados. Das espécies de Streptomyces isolados
por Ramirez e Coha (2003) 92% apresentaram a atividade celulolitica na
presenca de CMC e filtro de papel. Resultados similares foram encontrados por

Wachimger et al. (1989), onde num total de 160 isolados, 100% hidrolisaram
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celulose soluvel e somente 24 (15%) hidrolisaram celulose microcristalina. Os
actinomicetos termofilicos tem recebido atencéo especial devido a capacidade
de produzirem enzimas estaveis em altas temperaturas em uma ampla faixa de
pH. Thermomonospora sp. e Thermomonospora fusca exibiram uma 6tima
atividade celulolitica na presenca de fontes sollveis (glicose, celobiose, xilose
e carboximetilcelulose) em estudos realizados por George et al. (2001) e
Spiridonov & Wilson (1998). Em nosso trabalho embora ndo tenhamos avaliado
condicOes ideais para a producéo de celulases pode-se sugerir a analise com
diferentes fontes de celuloses visando o potencial biotecnolégico e a

capacidade de degradacédo deste grupo de microrganismo.

5.3.4. Esterases e Lipases

No presente trabalho foram avaliados substratos para esterase e
lipase, os quais foram testados em periodos de incubacéo diferentes (5,7 e 14
dias). De todas as amostras isoladas 88% apresentaram a esterase em 7 dias,
sendo que o0s géneros Streptomyces e Nocardia foram os melhores
produtores, fato que demonstra a variabilidade dos actinomicetos quanto aos
mais variados substratos de interesse comercial. Dentre 0s inumeros
microrganismos produtores de esterases Nishimura & Inouye (2000) em seus
trabalhos verificaram que o género Streptomyces é um dos mais promissores
na producédo de esterase.

Dos isolados testados 44% apresentaram a enzima lipase com
predominio de isolados pertencentes ao género Streptomyces sp. Neste
substrato os isolados foram observados periodicamente sendo que alguns

isolados foram capazes de hidrolisar o substrato em 5 dias de incubag¢do. Em
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trabalho reportado por Abramic et al. (1999) uma lipase extracelular foi isolada
de Streptomyces rimosus, sendo que a enzima foi mais ativa em temperaturas
entre 50°% 60°C. Perez et al. (1993) e Cruz (1994) reportaram a producao de
lipase em espécies de Streptomyces albus, Streptomyces lividans. Varios
outros microrganismos foram reportados como fontes de lipases como Bacillus
sp. relatados por Kim et al. (1994); Schmidt et al. (1994); Luisa et al. (1997).
Nossos resultados podem sugerir que 0s actinomicetos sdo muito importantes

na decomposicao de lipideos presentes no material organico.

5.3.5. Pectinases

Os actinomicetos sédo importante na degradacdo de residuos vegetais.
As enzimas pectinoliticas ocupam um papel chave na maceracao dos tecidos
das plantas através da degradacéo de pectina localizada na lamela média e na
parede celular dos vegetais (Collmer & Keen, 1986). Os resultados obtidos
foram que cerca de 26% dos isolados hidrolisaram o substrato sendo que 28
isolados sao pertencentes ao género Streptomyces. Os estudos com
actinomicetos pectinoliticos tem principalmente revelado a presenca de pectato
liases. Poucas informac¢des sdo avaliadas quanto ao sistema pectinoliticos. Em
Streptomyces viridochromogenes foi detectada por Agate et al. (1962) a
producdo de pectato liases. A pectato liase também foi purificada e
caracterizada em Thermomonospora fusca (Stutzenberger,1987). A
produtividade de pectinases e o fenbmeno regulatério foram estudados em
tipos de cultivos diferentes (meio solido e meio liquido) em Aspergillus niger por
Pereira et al.(1993), os quais observaram a ampla producédo da enzima quando

cultivado em meio liquido. Um grupo de 17 padrdes de fungos termofilicos de
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Thermomyces lanuginosus foram examinados para a producdo de xilananses,
B-mannanases, arabinases e pectinases, sendo que algumas destas amostras
apresentaram atividade pectinolitica quando crescidas em meio contendo
pectina citrica (Puchart et al., 1999). Com os resultado obtidos no presente
trabalho pode-se sugerir a avaliagdo de melhores condi¢cdes para a producao
deste substrato, pois os actinomicetos sédo considerados bons produtores de
enzimas pectinoliticas. Porém, no presente trabalho ndo foram realizadas
variacbes em condi¢des de cultivos, principalmente nas alteracées de meio de
cultura ou temperatura. Provavelmente se estas condigOes tivessem sido

alteradas um maior niumero de isolados apresentariam atividade pectinolitica.



6. CONCLUSOES
1. Os géneros Streptomyces e Nocardia foram o0s predominantes na

avaliacdo da leira de compostagem.

2. A atividade inibitéria dos actinomicetos contra bactérias Gram-positivas

foi evidenciada na maioria dos isolados produtores de metabdlitos.

3. O género Streptomyces foi 0 que apresentou a melhor atividade biocida

contra 0s microrganismos testados.

4. A temperatura de 30°C e o periodo de incubacdo de 14 dias foram as

melhores condi¢des para a producdo dos metabolitos secundarios.

5. A ocorréncia de inumeras enzimas com potencial biotecnolégico foi

evidenciado neste grupo de microrganismo.

6. A identificacdo de actinomicetos requer metodologias mais especificas
visando resultados mais rapidos e precisos na determinacédo dos géneros e das

espécies.



7. PERSPECTIVAS
1. Avaliar a capacidade dos actinomicetos mais promissores em produzir

antibioticos utilizando diferentes condi¢cdes de crescimento.

2. Testar os actinomicetos produtores de substancias bioativas contra
fungos filamentosos bem como ampliar o numero de bactérias com relevancia

clinica.

3. Avaliar o efeito da temperatura sobre a atividade e a estabilidade dos

metabolitos produzidos pelos actinomicetos.

4. Caracterizar a estrutura quimica fundamental dos metabdlitos
produzidos.
5. Avaliar a atividade das enzimas extracelulares em diferentes substratos,

temperaturas e bem como a sua potencialidade.

6. Desenhar oligonucleotideos iniciadores que possam ser utilizados na
PCR para posterior sequenciamento, facilitando assim, a identificacdo dos

actinomicetos.
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9. APENDICES

9.1. Meios de culturas utilizados para o isolamento e identificagdo dos
actinomicetos

9.1.1. Agar Amido Caseina (ACA)g/L

Amido 10.0g
Caseina 0,39
Nitrato de Potassio 2,09
NaCl 2,09
Fosfato de Potassio Dibassico 2,09
Sulfato de Magnésio 0,05¢g
Sulfeto Ferroso 0,019
Agar 18,09

Solugéo basal

(NH4)2SO4 2,649
KH,PO, 2,389
KoHPO,4 5,659
MgSOg4 1,09

Solucéo | 1,0ml
Agar 18,09

Solucao | — Solucdo de Pridham na Gottlied/100mL
CuS0,4.5H,0 0,649



FeS0O,4.7H,0 0,119
MnCl,.4H,0 0,799
ZnS04.7H0 0,159

*Controle positivo: adiciona-se 1mL de uma solugcdo de glicose
10%(concentracéo final 1%).

*Controle negativo: nenhuma fonte de carbono é adicionada.

* Fonte de carbono a ser testada: adiciona-se 1ml de uma solugcdo 10%
(concentracao final de 1%).

9.1.3. Meio base para a utilizacéo de fontes de nitrogénio g/L

Glicose 10,09
MgSO0..7H,0 0,059
NacCl 0,05g
FeS0O,4. 7H,0 0,001g
KoHPO4 0,19
Azul de bromotimol 0,03g
Agar 12,09

*Fonte de Nitrogénio a ser testada adiciona-se 0,19
*Controle negativo nao tem nitrogénio

*Controle positivo tem 0,1g de L-asparagina ou prolina
9.1.4. Meio para degradacao do Amido g/L

Amido 1,09
Peptona 509
Extrato de Carne 3,09
NaCl 0,59
9.1.4.1. Meio para degradacéo de amido pH 10
Peptona 5,09
Extrato de carne 3,09
NacCl 50¢g

Agar 2,09



Tris 2 M

9.1.5. Meio para degradacédo da Caseina g/200mL

10,09
Solucédo A: Leite em p6 desnatado
Agua 90,0mL
Solucéo B: Agar 3,09
Agua 97,0mL
9.1.6. Agar Esculina g/L
Extrato de levedura 5,09
Agar Nutriente 1,59
Esculina 0,19
Citrato Férrico Amoniacal 0,05g
9.1.7. Agar Gelatina g/L
Gelatina 120,09
Extrato de carne 39
Peptona 59
Agua Destilada 1000mL

9.1.8. Meio para producéo de gas sulfidrico g/L
9.1.8.1. Caldo Nutriente

Peptona 5,09
Extrato de carne 3,09
Agua Destilada 1000mL

*A producdo de H,S é verificada através de fitas de papel que foram
embebidas em Solucdo de Acetato de Chumbo a 1%

9.1.9. Caldo NaCl 7,10 e 13%

Caldo BHI (Biobras) mais NaCl nas concentracfes de 7,10 e 13%

9.1.10. Caldo Nitrato
Extrato de Carne 3,09



Peptona 5,09

Nitrato de Potassio 1,09
9.1.11. Meio para degradacao da Tirosina g/L
:Meio Basal: Extrato de Carne 3,09
Peptona 5,09
Agar 15,09
Suspenséo: Tirosina 0,49
Agua 100,0mL

9.1.12. Meio para a degradacao da Xantina g/L
Meio Basal:

Extrato de Carne 3,09

Peptona 5,09

Agar 15,0g
Suspenséo: Xantina 0,59

Agua 100,0mL

9.1.13. Agar Glicerol Asparagina g/L
Glicerol 10,09
L-asparagina 1,09
KoHPO, 1,09
Agar 20,0g
9.1.14. Agar Sais Minerais g/L

Amido 10,09
(NH4)>SO0. 2,09
CaCOs 2,09
KoHPO,4 1,09

NacCl 1,09



Agar 20,09

9.1.15. Agar Tirosina g/L

Glicerol 15,09
L-tirosina 0,59
L-asparagina 1,09

K, HSO,. 7H,0 0,59
MgSO.. 7H,0 0,59
NaCl 0,59
FeSQO,. 7H0 0,019
Agua 1000,0mL
Solucéo traco 1,0mL
Solugéo trago: FeSO, 0,19
MnCl, 0,19
ZnS0O4 0,19
Agua 100,0mL

9. 1.16. Meio de Tuncer (atividade para carboximetilcelulose) g/L

Carboximetilcelulose 50¢g
Extrato de levedura 6,09
(NH4)2SO4 0,19
NaCl 039
MgSO, 0,19
CaCOs 0,02 g
Agar 15049
Solucéo Tracgo 1mL

FeSO4 0,1%



ZnS0O4 0,09%

MnSO,4 0,02%
Agua 100,0 mL
9. 1.17. Meio para a atividade lipolitica g/L
Peptona 5¢
Extrato de levedura 19

NaCl 49

Agar 10g

Oleo de oliva 2,5%
Solucédo de rhodamina B (10mL) 0,001%

9.1.18. Meio para atividade de esterase g/L

Peptona 59
Extrato de levedura 19
NacCl 5¢
Agar 159
CacCl; 0,01%
Tween 80 1%
9.1.19. Agar Sabouraud

Glicose 2%
Peptona 1%
Extrato de levedura 0,5%

Agar 2%



