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RESUMO

Os microrganismos apresentam grande diversidade metabolica, sendo capazes de produzir
diferentes metabdlitos de interesse biotecnoldgico. Dentre tais compostos, podemos destacar
as enzimas, as quais possuem grande versatilidade de aplicagdo em diversos setores
industriais, como farmacéutico, ambiental, bioenergia, téxtil, cosmético e alimenticio. O solo
representa um ambiente ideal para bioprospeccdo de microrganismos produtores de enzimas
devido a grande biodiversidade microbiana naturalmente existente. Esse trabalho descreve o
isolamento de bactérias produtoras de celulases, amilases, xilanases ou lipases, a partir de
amostras de solo coletadas em regides de mata preservada no bioma Cerrado, em Uberaba,
MG. A atividade enzimatica foi confirmada em85 das 376 bactérias isoladas em meios
contendo quatro diferentes substratos, carboximetilcelulose, amido, xilano e tween 80.
Baseado na quantificacdo enzimatica, cinco linhagens foram selecionadas como melhores
produtores de celulases (AB-9 (5,0 U/mL), AB-1 (4,630 U/mL), MB-3 (4,236 U/mL), MP-7
(4,282 U/mL) e ME-2 (4,444 U/mL)), cinco de amilases (AP-14 (2,506 U/mL), AE-2 (2,452
U/mL), MB-1 (1,417 U/mL), MB-18 (2,443 U/mL) e MB-22 (1,816 U/mL)), cinco de
xilanases (AP-6 (5,093 U/mL), MP-9 (5,028 U/mL), ME-1 (2,870 U/mL), ME-16 (2,986
U/mL) e ME-20 (4,630 U/mL)) e cinco de lipases (AB-2 (10,064 U/mL), AB-3 (9,722
U/mL), AP-4 (2,934 U/mL), MB-7 (2,387 U/mL) e MB-4 (3,140 U/mL)). De acordo com o
sequenciamento parcial do gene 16S RNAr, dos 20 isolados selecionados como melhores
produtores de enzimas, 19pertencem ao @énero Bacillus e um pertence ao género
Lysinibacillus. Além disso, 10 espécies distintas foram identificadas, compreendendo B.
siamensis, B. toyonensis, B. methylotrophicus, B. pseudomycoides, B. thuringiensis, B.
drentensis, B. subtilis, B. velezensis, L. macroides e B. wiedmannii. A caracterizacdo parcial
das enzimas resultou em grande diversidade. Celulases de B. methylotrophicus MP-7 e B.
methylotrophicusMB-3 apresentaram maxima atividade em pH neutro (7 e 8), enquanto o
extrato obtido a partir deB. toyonensis MB-1 mostrou alta atividade amilolitica em pH neutros
a baésicos (6-10). Oisolado celulolitico B. siamensisAB-9e o amilolitico B.
methylotrophicusAP-14, bem como os isolados xilanoliticos e lipoliticos produziram enzimas
com méaxima atividade em todos os pHsavaliados (2-12). Em relacdo a temperatura, B.
drentensis ME-2 apresentou alta atividade celulolitica a 60 °C, mesma temperatura 6tima para
amilases de B. methylotrophicus AP-14, B. subtilis AE-2, B. toyonensis MB-18 e B.
pseudomycoides MB-22.B. toyonensis MB-1 apresentou méaxima atividade amilolitica entre
40-70 °C; e os demais isolados apresentaram atividade enzimatica maxima em todas as
temperaturas avaliadas (10-80 °C). Apenas as xilanases produzidas por B. toyonensis MP-9
foram induzidas na presenca de Fe?*, sendo as demais atividades enzimaticas no
influenciadas pela presenca de ions metais. O Cerrado € um bioma que abriga grande
diversidade microbiana e esse estudo foi o primeiro passo para a exploracdo do potencial
enzimatico de bactérias de solo do Cerrado brasileiro.

Palavras-chave:  bioprospecgdo, Bacillus, Lysinibacillus, atividade enzimatica,
glicosilhidrolases, lipases.



ABSTRACT

The microorganisms show great metabolic diversity, being able to produce different
metabolites of biotechnological interest. Among these compounds, we can highlight the
enzymes, which have great versatility of application in various industrial sectors, such as
pharmaceutical, environmental, bioenergy, textile, cosmetic and food. The soil represents an
ideal environment for bioprospecting of enzyme-producing microorganisms due to the great
microbial biodiversity naturally existent. This work describes the isolation of cellulase,
amylase, xylanase or lipase producing bacteria from soil samples collected in regions of
preserved forest in the Cerrado biome, in Uberaba, MG. The enzymatica activity was
confirmed in 85 of the 376 bacteria isolated in agar media containing four different substrates,
carboxymethylcellulose, starch, xylan and tween 80. Based on the enzymatic quantification,
five strains were selected as the best producers of cellulases (AB-9 (5.0 U/mL), AB-1 (4.630
U/mL), MB-3 (4.236 U/mL), MP-7 (4.282 U/mL) and ME-2 (4.444 U/mL)), fiveof amylases
(AP-14 (2.506 U/mL), AE-2 (2.452 U/mL), MB-1 (1.417 U/mL), MB-18 (2.443 U/mL) and
MB-22 (1.816 U/mL)), fiveof xylanases (AP-6 (5.093 U/mL), MP-9 (5.028 U/mL), ME-1
(2.870 U/mL), ME-16 (2.986 U/mL) and ME-20 (4.630 U/mL)),andfiveof lipases (AB-2
(10.064 U/mL), AB-3 (9.722 U/mL), AP-4 (2.934 U/mL), MB-7 (2.387 U/mL) and MB-
4 (3.140 U/mL)).According to the partial sequencing of the 16S rRNA gene, of the 20 isolates
selected as the best producers of enzymes, 19belong to the genus Bacillus, and one belongs to
the genus Lysinibacillus. In addition, 10 distinct species were identified, comprising B.
siamensis, B. toyonensis, B. methylotrophicus, B. pseudomycoides, B. thuringiensis, B.
drentensis, B. subtilis, B. velezensis, L. macroides and B. wiedmannii. The partial
characterization of the enzymes resulted in great enzymatic diversity. Cellulases of B.
methylotrophicus MP-7 and B. methylotrophicus MB-3 showed maximum activity at neutral
pH (7 and 8), while B. toyonensis MB-1 showed high amylolytic activity at neutral to basic
pH (6-10). The cellulolytic isolate B. siamensis AB-9 and amylolytic B. methylotrophicus AP-
14, along with the other xylanolytic and lipolytic isolates produced enzymes with maximum
activity over the entire pH range evaluated (2-12). Regarding the temperature, B. drentensis
ME-2 showed high cellulolytic activity at 60 °C, the same optimum temperature for amylases
of B. methylotrophicus AP-14, B. subtilis AE-2, B. toyonensis MB-18 and B. pseudomycoides
MB-22. B. toyonensis MB-1 showed maximum amylolytic activity in the range of 40-70 °C;
and the other isolates showed maximum enzymatic activity at all evaluated temperatures (10-
80 °C). Only the xylanases produced by B. toyonensis MP-9 were induced in the presence of
Fe?*, and the other enzymatic activitieswere not influenced by the presence of metal ions.The
Cerrado is a reservoir of microbial diversity and this study was the first step for the
exploration of the enzymatic potential of soil bacteria from Brazilian Cerrado.

Keywords: bioprospecting, Bacillus, Lysinibacillus, enzymatic activity,glycosylhydrolases,

lipases.
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1 INTRODUCAO

1.1 BIOPROSPECCAO

Os microrganismos sdo 0Ss seres Vvivos mais abundantes no planeta,
correspondendo a 60% da biomassa total (Dionisi HM, Lozada M, Olivera NL, 2012).
A grande diversidade observada entre os procariotos provavelmente deve-se ao acumulo
de caracteristicas fisiologicas heterogéneas ao longo de 3,8 bilhdes de anos de evolucéo,
cerca de 2 bilhdes de anos a mais quando comparado aos organismos eucariotos
(Torsvik V, Ovreas L, Thingstad TF, 2002).

Os procariotos sdo fundamentais para a manutencdo da biosfera, pois monitoram
a composicdo da atmosfera, reciclam nutrientes, interferem no clima e sdo os
responsaveis pela decomposicdo de matéria organica (Huse SM et al., 2008), estando

diretamente envolvidos com os ciclos biogeoquimicos na Terra (Beloqui A et al., 2008).

A versatilidade metabdlica observada entre membros do Dominio Bacteria torna
possivel a prospeccdo de compostos com as mais variadas aplicacGes industriais. A
descoberta de compostos bioativos obtidos a partir de fontes bioldgicas, que tenham
valor econdémico e que possam levar ao desenvolvimento de um produto é denominado
bioprospeccdo (Vester JK, Glaring MA, Stougaard P, 2015). A bioprospec¢do pode ser
aplicada em diversas éareas, como farmacéutica, agricultura, aquicultura,

biorremediag&o, bioenergia e nanotecnologia (Beattie AJ et al., 2011).

Existem multiplos ambientes a partir dos quais se podem isolar microrganismos
produtores de metabdlitos de interesse biotecnoldgico, tais como: solos de florestas,
onde foram encontrados microrganismos mesofilos produtores de celulases (Zhao S et
al., 2016); ambientes marinhos, a partir dos quais bactérias haléfilas produtoras de
lipases foram isoladas (Peng Q et al., 2014); sedimentos da Antartida, onde foram
identificadas bactérias psicrofilas produtoras de proteases ativas (Martinez-Rosales C,
Castro-Sowinski S, 2011); solos de vulcdo, de onde foi possivel isolar bactérias

hipertermofilas capazes de produzir catalase (Srinivas TNR et al., 2011).

Com a criacdo da Convencao sobre a Diversidade Bioldgica (CDB) em 1993,0s

recursos bioldgicos deixaram de ser considerados patrimonio da humanidade para dar o
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direito a cada pais em usufruir seus proprios recursos, assim como a responsabilidade
sobre sua conservacdo. Hoje,a CDB conta com Vvérios paises signatarios incluindo o
Brasil que possui uma das maiores biodiversidades do planeta (Brasil MMA, 2018).
Porém, apesar desse grande potencial ainda existe pouca exploracdo dos recursos

brasileiros.

Dentre o0os compostos bioativos possiveis de serem encontrados pela
bioprospeccdo podemos destacar as enzimas, devido a grande importancia e
versatilidade de aplicagcdo em varios setores industriais.

1.2 BIOPROSPECCAO DE ENZIMAS NO SOLO

Microrganismos produtores de enzimas de interesse biotecnolégico podem ser
isolados a partir de diversos ambientes. O solo é um ambiente ideal para bioprospeccéo

devido a grande biodiversidade bacteriana naturalmente presente.

Grande parte da Terra é composta por areas terrestres, as quais tém fundamental
participagdo ecoldgica nos ciclos do carbono, nitrogénio e enxofre. As interagdes que
ocorrem entre 0s microrganismos que habitam o solo acarretam importantes impactos
na agricultura, pois promove o crescimento de plantas como fertilizantes bioldgicos,
atuam como indicador da qualidade do solo e promovem a biorremediacdo de solos
contaminados (Singh JS, Pandey VC, Singh DP, 2011).

Dentre essas areas terrestres podemos destacar o cerrado. O cerrado brasileiro,
uma vegetacdo do tipo savana, é o segundo maior bioma do Brasil, cobrindo uma area
de cerca de 2 milhdes de Km?, o que corresponde a 22 % da area do pais (Quirino BF et
al., 2009). A cidade de Uberaba, em Minas Gerais, esta situada nesse bioma e apresenta,
em certas regides, uma flora e fauna ainda inexploradas. Todo esse solo também abriga

uma grande diversidade de microrganismos com inimeros potenciais biotecnologicos.

A composicao bacteriana do solo é bastante diversificada e pode ser influenciada
por fatores ambientais, como a localizagdo geografica (Lauber CL et al., 2009), textura
(Sessitsch A et al.,, 2001), pH (Cho SJ, Kim MH, Lee YO, 2016) e nutrientes
disponiveis (Brackin R et al., 2013).
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Visando explorar essa biodiversidade existente nos solos, a busca por novos
microrganismos produtores de enzimas tem crescido. Em 2015, Gaur R e Tiwari S
isolaram uma celulase termo-solvente tolerante produzida por bactérias isoladas de solo.
Essa enzima apresentou temperatura 6tima em 65 °C e sua atividade aumentou até 30 %
na presenca de solventes organicos, como tolueno, n-butanol, n-dodecano e
ciclohexano, caracteristicas consideradas vantajosas para aplicacdo em diferentes

setores industriais.

Burhan A et al. (2003) identificaram uma linhagem de Bacillus sp., isolada de
amostras de solo, produtora de a-amilase com atividade acima de 80 % nas
temperaturas de 40-100 °C e pH entre 9,6-13, sendo, portanto, ideal para uso na
indUstria de detergentes, pois a utilizacdo de amilases alcalinas e termoestaveis gera

reducéo de custos durante a fabricagé&o.

Os microrganismos que habitam o solo também s&o capazes de produzir mais de
um tipo de enzima, como um mecanismo de adaptacédo as diferentes condi¢Bes que este
habitat oferece. Saravanan D, Radhakrishan M e Balagurunathan R (2015), por
exemplo, isolaram 32 linhagens bacterianas capazes de produzir mais de um tipo de
enzima de interesse biotecnoldgico: dentre essas bactérias, 62,5 % produziram
proteases, 28,1 % apresentaram atividade amilolitica e 12 % foram produtoras de
lipases. Além dessas enzimas, algumas linhagens ainda produziram glutaminase, urease,

agarase, pectinase e invertase.

Apesar da variedade de espécies encontradas em cada regido, existem alguns
filos de bactérias que sdo mais prevalentes no solo, como Proteobacteria,
Actinobacteria, Bacteroides e Firmicutes (Jung J, Philippot L, Park W, 2016). Essa
diversidade microbiana pode ser avaliada por técnicas dependentes de cultivo como
contagem, analise macroscopica em placa, perfil molecular analisando a regido
conservada da subunidade 16 do acido ribonucleico ribossomal (16S RNAr) e

composic¢do de acidos graxos da membrana (Nannipieri P et al., 2003).



1.3 GENEROS BACILLUS E LYSINIBACILLUS

Atualmente, existem cerca de 377 espécies de Bacillus e 26 de Lysinibacillus
que habitam diversos ambientes(LPSN, 2018). De acordo com sua classificagdo
taxonbmica, esses dois géneros bacterianos pertencem ao filo Firmicutes, a
classeBacilli, a ordemBacillales e a familiaBacillaceae(Taxonomy Browser-NCBI,
2018).

O género Bacillus é composto principalmente de bactérias Gram-positivas
formadoras de endGsporos, aerdbias ou anaerdbias facultativas e em formato de bacilo.
Entretanto, j& foram descritas espécies em formato de cocos, mdveis ou ndo maveis,
anaerdbias, organotroficas ou litotroficas e com diferentes fisiologias. Bactérias desse
género estdo amplamente distribuidas em diversos ambientes, incluindo solo e
sedimentos aquéticos, atuando nos ciclos do carbono e nitrogénio. A maioria nao €
patogénica, por isso muitas espécies desse @género sdo exploradas para fins
biotecnologicos e aplicacdes industriais (Rooney AP et al., 2009; Bhandari Vet al.,
2013; Soni A et al., 2016).

Assim como o género Bacillus, bactérias do género Lysinibacillus sdo Gram-
positivas formadoras de enddsporos e tém sido isoladas a partir de diversos ambientes
como solo, superficies aquéticas e alimentos fermentados de soja. O género
Lysinibacillus é o unico entre a familia Bacillaceae que é caracterizado por uma
estrutura especial de peptidoglicano do tipo A4a (Lys-Asp) (Ahmed | et al., 2007; Jung
MY et al., 2012; Zhao F et al., 2015).

Espécies do género Bacillus tém sido bem descritas para producdo de diversas
enzimas de interesse industrial como amilases, proteases, lipases, fitases, celulases e
xilanases (Kim Y-K et al., 2012; Kanmani P, Kumaresan K, Aravind J, 2015; Latorre
JD et al., 2016, Devaraj K et al., 2018). O mesmo ocorre para bactérias do género
Lysinibacillus,que séo reportadas pela producdo de quitinases, proteases, lipases e
celulases extracelulares (Mechri Set al., 2017; Naureen Z et al., 2017).



1.4 ENZIMAS DE INTERESSE BIOTECNOLOGICO

Enzimas sd@o macromoléculas bioldgicas, produzidas por organismos vivos, que
atuam em reacdes bioquimicas especificas. A nivel molecular, as enzimas catalisam tais
reacOes atraves da aceleracdo da conversdo do substrato em produto. Sem a catalise
enzimatica, a maioria das reaces ocorreriam a uma velocidade muito lenta para a
manutencdo da vida, embora nem todas as reac0es requerem a presenca de tais
catalisadores (Cuesta SM et al., 2015).

A maioria das enzimas é de origem proteica, exceto as ribozimas que sdo acidos
ribonucleicos (RNA) cataliticos (Singh R et al., 2016). A regido da enzima que contém
seu residuo catalitico, que se liga ao substrato e desempenha a reacdo, € chamada de
sitio ativo, o qual € influenciado pela estrutura tridimensional dos aminoacidos que

compdem a cadeia e também pela conformac&o do substrato (Gurung N et al., 2013).

Os organismos possuem a capacidade em adaptar-se a mudangas ambientais para
garantir sua sobrevivéncia e reproducdo. Por isso, a adaptacdo a variagcdes quimicas
ambientais levam a inovacao, troca ou transferéncia de funcdes das enzimas, levando a
diversidade enzimatica (Cuesta SM et al., 2015). Desde o surgimento da humanidade,
as enzimas sao utilizadas em muitos processos de fabricagdo de alimentos, como queijo,
cerveja, vinho, vinagre e pdo, e também na inddstria téxtil, como na producdo de couro
e linho. O desenvolvimento da tecnologia de fermentacdo ao longo do tempo permitiu
que hoje fosse possivel caracterizar e produzir em larga escala essas enzimas,
purificadas a partir de microrganismos selecionados (Kirk O, Borchert TV, Fuglsang
CC, 2002).

O uso desses biocatalisadores na industria tem ganhado destaque quando
comparado a catalisadores quimicos, devido a seguranca, reducdo do tempo de
producdo, necessidade de baixa energia, viabilidade econémica, ndo toxicidade e ndo
poluicdo do meio ambiente (Wohlgemuth R, 2010). Atualmente, existem cerca de 4000
enzimas conhecidas, sendo que 200 sdo de origem microbiana e comercializadas em
varios setores industriais, como alimenticio, cosmético, racdo animal, téxtil, papel,

detergente, ambiental e bioenergia (Li S et al., 2012).

As enzimas de origem microbiana tém sido as mais utilizadas na indudstria. Isso

ocorre devido a facilidade de producdo em grandes quantidades, capacidade de
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liberacdo para o meio extracelular, baixo custo de producdo em um curto periodo de
tempo, estabilidade em condic¢Oes extremas e possibilidade de expressao e producdo de
enzimas recombinantes em células hospedeiras (Gopinath SCB et al., 2017).

No ano de 2015, a estimativa € que o mercado mundial de enzimas industriais
tenha mobilizado em torno de cinco bilhdes de ddlares, sendo esperada uma taxa de
crescimento anual composta (CAGR) de 8% até o0 ano de 2024 (Global Market Insights,
2016). Essa pesquisa tambem classificou o mercado enzimatico de acordo com o tipo de
enzima, sendo as proteases, glicosil hidrolases (GHs) como celulase, amilase e xilanase;

lipases, polimerases e nucleases, as enzimas mais produzidas no mundo.

Segundo dados do Ministério da Inddstria, Comércio Exterior e Servigos do
Brasil, o Brasil é um pais essencialmente importador das enzimas utilizadas na pesquisa
e industria nacional. No periodo de 2016/2017 o Brasil gastou 164,41 milhdes de
dolares com a importacdo de enzimas e obteve apenas 58,93 milhdes com sua
exportacdo. Embora o Brasil possua um enorme potencial para a producdo de enzimas
devido a disponibilidade de grandes quantidades de substrato de baixo custo para
fermentacdes (residuos agricolas) e a grande biodiversidade microbiana ainda pouco
explorada (Pandey Aet al., 2000),73,61 % das enzimas sdo importadas e apenas 26,39
% desse comércio ¢ destinado a exportacdo (Brasil MDIC, 2018).

As principais enzimas utilizadas na inddstria correspondemas proteases, GHs e
lipases, que pertencem a classe hidrolase, por atuarem em reacGes de clivagem
hidrolitica de ligacbes (Singh R et al., 2016). Esses trés grupos de enzimas sao
classificadas de acordo com o tipo de ligacdo em que realizam a hidroélise: as proteases
atuam em ligacOes peptidicas, as GHs em ligacGes glicosidicas e as lipases em ésteres.

1.4.1 Proteases

Proteases correspondem a um grupo de enzimas que realizam a hidrolise da
ligagdo peptidica (Figura 1), reacdo que resulta na degradacdo de proteina ou em

modificacdo pos-traducional especifica (Souza PM et al., 2015).



Figura 1 -Hidrdlise da ligacdopeptidica.
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Fonte: Adaptado de Baker PJ e Numata K (2013).

As proteases podem ser divididas em dois grupos: as endopeptidases, que atuam
sobre as ligagdes peptidicas na regido interna do peptideo e podem ser subdivididas em
quatro grupos, baseados em seu mecanismo de acdo (serina protease, cisteina protease,
aspartico protease e metaloprotease); e as exopeptidases, que agem apenas nas
extremidades da cadeia polipeptidica, sendo também subdivididas em dois grupos,

baseado no sitio de acdo (aminopeptidase e carboxipeptidase) (Rao MB et al., 1998).

Essas enzimas podem ser produzidas por varios organismos, incluindo animais
(produtores de tripsina, quimiotripsina, pepsina e renina), plantas (capazes de produzir
papaina, bromelina, queratinases e ficina) e microrganismos. Os Uultimos sdo 0s
principais produtores de proteases preferencialmente utilizadas na industria, devido a
facil manipulacdo, altas taxas de producdo e liberacdo para o meio extracelular (Jisha
VN et al., 2013).

Existe uma grande diversidade de espécies bacterianas produtoras de proteases.
Os géneros Bacillus, Alcaligenes, Pseudomonas,Aeromonas, Halomonas, Arthrobacter
e Serratia se destacam devido a grande importancia na producdo em nivel industrial
(Shafee N et al.,, 2005; Cui H et al., 2015). Cada bactéria produz enzimas com
caracteristicas particulares para atuarem em condic@es fisico-quimicas especificas. Por
exemplo, algumas espécies como Arthrobacterarilaitensis (Siala R et al., 2015) e
Serratiamarcescens (Thakur S et al., 2016) ja foram relatadas por serem produtoras de

proteases tolerantes a solventes organicos.

Outra caracteristica relevante de algumas enzimas é a atuagdo em um meio

basico. De todos os microrganismos alcalinofilicos, Bacillus sp. sdo 0s maiores



8

produtores de proteases alcalinas (Jisha VN et al., 2013). Além disso, existem géneros
capazes de produzir proteases halofilicas como, por exemplo, Halobacterium sp.
(Chuprom J et al., 2016).

Existem diversas aplicagdes biotecnoldgicas para esse grupo de enzimas. As
proteases alcalinas s@o utilizadas como aditivos de detergentes e, juntamente com outras
enzimas, facilita a acdo de limpeza (Maurer K-H, 2004). Outra potencial aplicacdo das
proteases € no bioprocessamento de filmes de raio - X, possibilitando a recuperagdo do
metal Prata (Al-Abdalall AH, Al-Khaldi EM, 2016).

As proteases também sdo utilizadas na indUstria alimenticia, no processamento
de alimentos, clarificacdo de cereais da fabricacdo de cerveja, coagulagdo durante a
fabricacdo de queijo e amolecimento de massas, como pées (Sumantha A, Larroche C,
Pandey A, 2006). Ademais, esse grupo de enzimas também tem importante atuacdo no
tratamento de efluentes industriais e na industria téxtil através do curtimento de couro

animal (Ellaiah P, Srinivasulu B, Kunamneni A, 2002).

1.4.2 Glicosil hidrolases (GHSs)

1.4.2.1 Celulases

A producdo de combustivel a partir da biomassa de plantas tem ganhado atencédo
nos ultimos anos por ser considerada uma alternativa que reduz os problemas
ambientais e energéticos mundiais. Os acuUcares das plantas sdo encontrados na
biomassa lignocelul6sica, composta por: celulose (50% da biomassa), um polimero
homologo composto de longas cadeias de glicose organizadas em unidades de
celobiose; hemicelulose, um polimero heter6logo composto de xilose, arabinose,
manose, glicose e galactose; e lignina, um complexo polimero aromatico (Maki M,
Leung KT, Qin W, 2009).

Celulases sdo as enzimas que catalisam a hidrolise das ligagdes 1,4-B-D-
glicosidicas da celulose, lignina e B-D-glicanos (Kubicek CP, 2013). As celulases séo
divididas em trés subgrupos de enzimas (Figura 2), necessarias para que se tenha uma

completa hidrdlise da celulose: as endoglicanases, que hidrolisam aleatoriamente as
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ligacbes 1,4-B-D-glicosidicas intramoleculares da cadeia de celulose, produzindo novas
extremidades redutoras e ndo-redutoras; as exoglicanases, que clivam as extremidades
das cadeias de celulose liberando celobiose ou glicose; e as B-glicosidases, que
hidrolisam celobiose a glicose (Zhang Y-HP, Himmel ME, Mielenz JR, 2006).

Figura 2 - Subgrupos de celulases envolvidas na hidrdlise da celulose.

B-glicosi

=

Ext

Fonte: Adaptado de Ratanakhanokchai K et al. (2013).

Varios organismos, como bactérias, fungos, protozoarios, nematoides e alguns
artropodes, sdo capazes de produzir celulases (Watanabe H, Tokuda G, 2001). A
maioria das enzimas utilizadas para degradacdo da biomassa lignocelulésica tem sido
derivada de fungos, principalmente do género Trichoderma e Aspergillus, os quais
apresentam elevada capacidade de producdo de celulases extracelulares (Banerjee G,
Scott-Craig JS, Walton JD, 2010).

Entretanto, nos Gltimos anos, as celulases bacterianas tém recebido maior
atencdo, devido ao rapido crescimento das células produtoras e facilidade de obtencgéo
das enzimas. Alem disso, algumas espécies bacterianas crescem em diferentes

condicGes de pH e temperatura, produzindo enzimas mais estaveis e que agem na
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presenca de um complexo multi-enzimatico, que atua em sinergismo, levando a um

aumento na taxa de hidrélise (Acharya S, Chaudhary A, 2012).

Diversos géneros bacterianos tém sido relatados como produtores de celulases,
incluindo Bacillus, Clostridium, Cellulomonas, Rummminococcus, Alteromonas e
Acetivibrio (Gaur R, Tiwari S, 2015). Clostridium thermocellum é uma das bactérias
anaerdbicas mais investigadas, por ser produtora de celulosoma, um complexo multi-
enzimaético, formado por celulases, hemicelulases e pectinases, capaz de degradar varios
substratos (Hirano K et al., 2016).

As condiges fisico-quimicas de atividade de cada enzima variam de espécie
para espécie e até mesmo entre linhagens. Algumas espécies bacterianas sdo produtoras
de celulases alcalinas, como Pseudomonas fluorescens, Bacillussubtilise
Serratiamarcescens (Sethi S et al., 2013), enquanto outras linhagens ja foram
reportadas por serem produtoras de celulases termoestaveis, como Geobacillus sp. e
Bacillus sp., cujas celulases atuam em temperaturas de 70 °C e 75 °C, respectivamente
(Rastogi G et al., 2010).

Além da producdo de etanol, as celulases também s8o de interesse
biotecnologico em outras areas, tais como: industria alimenticia, onde sdo utilizadas
juntamente com xilanases e pectinases, para extracdo e clarificagdo de frutas na
fabricacdo de sucos; indUstria téxtil, para lavagem do jeans, algoddo e outros tecidos
celulésicos (Bhat MK, 2000); industria de papel, na qual a enzima € utilizada para a
degradacdo do material lignoceluldsico da madeira ou de material reciclado e para

branqueamento do papel final (Dienes D, Egyhazi A, Réczey K, 2004).

1.4.2.2 Amilases

As amilases sdo enzimas capazes de realizar a hidrolise do amido. O amido é um
polissacarideo composto pelos polimeros amilose e amilopectina. A amilose é um
polimero linear, que contém mais de 6000 unidades de glicose unidas por ligacGes a-
1,4-glicosidicas, enquanto a amilopectina consiste de cadeias lineares, de 10-60
unidades de glicose, unidas pelas ligagdes a-1,4, e cadeias ramificadas de 15-20

unidades de glicose, unidas por liga¢des a-1,6 (Souza PM, Magalhdes PO, 2010).
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As amilases podem ser divididas em quatro grupos (Figura 3). O primeiro sao as
endo-hidrolases, como a o-amilase, responsavel pela hidrélise de ligacdes o-1,4-
glicosidicas na regido interna do amido, gerando glicose e maltose. O segundo grupo
sdo as exo-hidrolases, que atuam sobre as extremidades ndo-redutoras da cadeia
polissacaridica. As enzimas desse grupo podem ser f-amilase (hidrolisa ligacGes a-1,4-
glicosidicas gerando unidades de maltose), a-glicosidase (hidrolisa ligacbes o-1,4-
glicosidicas gerando unidades de glicose) e amiloglicosidase/glicoamilase (hidrolisa
ligacbes a-1,4 e a-1,6 glicosidicas gerando unidades de glicose). O terceiro grupo de
amilases é composto pelas desramificases, responsaveis pela retirada das ramificagdes,
como as isoamilases e pululanases, que hidrolisam liga¢des a-1,6 glicosidicas. O ultimo
grupo corresponde as transferases, que clivam ligacGes a-1,4 glicosidicas e transferem
parte dessa molécula para um aceptor, formando uma nova ligacao glicosidica, tais
como as ciclodextrinas (Sundarram A, Murthy TPK, 2014; van der Maarel MJEC et
al., 2002).

Figura 3 - Tipos de amilases envolvidas na hidrélise do amido.
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Fonte: Adaptado de Ismaya WT et al. (2012).
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A enzima amilase pode ser produzida por plantas, animais e microrganismos. As
enzimas microbianas sdo as de maior demanda no mercado, devido a facil manipulacéo
em laboratorio, alta producdo em larga escala em funcdo do rapido crescimento desses

organismos, e maior estabilidade (Gupta R et al., 2003).

O nivel de producdo de amilases varia de um microrganismo para outro, entre
membros do mesmo género, espécie e linhagem; varia dependendo da origem do
microrganismo, sendo que linhagens isoladas a partir de ambientes naturalmente ricos
em amido produzem altas quantidades de enzima. Além disso, fatores como pH,
temperatura, fonte de carbono e nitrogénio também influenciam a producdo de amilases

em processos fermentativos (Gopinath SCB et al., 2017).

Diversas espécies bacterianas sdo capazes de produzir amilase. Porém, para a
aplicacdo industrial, esse grupo de enzimas tem sido derivado principalmente de
bactérias do género Bacillus, como B. subtilis, B. licheniformis, B.stearothermophilus
eB. amyloliquefaciens, capazes de produzir amilases termoestaveis (Souza PM,
Magalhdes PO, 2010). Além de poder atuar em temperaturas elevadas, tais enzimas
também podem atuar na presenca de sais. Algumas linhagens de bactérias isoladas de
oceanos, como Marinobacter sp. (Kumar S, Khare SK, 2015) e Rhodothermusmarinus

(Seong Y et al., 2008), ja foram relatadas como produtoras de amilases halofilicas.

A otimizacdo da producdo de amilase é importante para aumentar a quantidade
produzida e diminuir o custo de fabricacdo. Por isso é importante estabelecer, para cada
microrganismo e enzima, os padrBes-fisicoquimicos, como pH, temperatura, presenca
de ions (ja que a maioria das amilases sdao metaloenzimas e necessitam de cofatores,

como Ca?"), fonte de carbono e nitrogénio (Sivaramakrisshman S et al., 2006).

Existem varios setores industriais que utilizam amilases em alguma etapa da
producdo. A producdo de glicose e frutose a partir da conversdo de amido ocorre por
acdo dessa enzima. A amilase também é empregada na inddstria de papel, onde
modifica e produz amido de baixo peso molecular e baixa viscosidade (van der Maarel
MJEC et al., 2002).

Essas enzimas podem atuar junto com celulases, proteases e lipases e esse

coquetel enzimatico € utilizado na indudstria de detergentes, pois potencializa a acdo do
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produto em remover manchas, além de ser um composto menos poluente ao meio
ambiente (Hmidet N et al., 2009).

As amilases também podem ser utilizadas para producdo de etanol, sendo o
amido um excelente substrato para producdo desse combustivel, devido ao baixo custo e
facil disponibilidade (Chi Z et al., 2009). Podem ser utilizadas também na industria de
alimentos processados, onde séo inseridas durante o cozimento, na producdo de bolos,
suco de fruta e xarope de amido (Couto SR, Sanroman MA, 2006), e ainda na inddstria
téxtil, para remocao do amido (Dalvi P et al., 2007).

1.4.2.3 Xilanases

A biomassa lignocelul6sica das plantas € composta por celulose, hemicelulose e
lignina. A hemicelulose é um heteropolimero ramificado, que contém pentoses (D-
xilose e L-arabinose) e hexoses (D-manose, D-glicose e D-galactose), sendo que a
xilose € o0 acUcar mais abundante (Kumar R, Singh S, Singh OV, 2008). Devido a essa
complexidade, sdo necessarias varias hemicelulases para que se proceda a hidrolise
completa.

O xilano é o maior constituinte da hemicelulose. Trata-se de um homopolimero
de D-xilopiranoses, unidos por ligacdes B-1,4 glicosidicas, e suas ramificagdes contém
alguns acucares e acidos organicos, como L-arabinosil, D-galactosil e acetil. Dentre as
enzimas xilanoliticas necessarias para a metabolizacdo do xilano destacam-se aquelas
pertencentes a familia hidrolase glicosidica (Figura 4): a endoxilanase, que atua sobre as
ramificagdes das ligacbes p-1,4 de D-xilopiranose, produzindo xilo-oligossacarideos; e
a B-xilosidase, que hidrolisa esses xilo-oligossacarideos sollveis e xilobiose a partir de
extremidades ndo redutoras, liberando xilose (Knob A, Terrasan CRF, Carmona EC,
2010).
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Figura 4 - Subgrupos de xilanases envolvidas na hidrolise do xilano.
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Fonte: Adaptado de Ratanakhanokchai K et al. (2013)
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Em nivel industrial, fungos filamentosos produtores de xilanase sdo os mais
utilizados, pois produzem e exportam para o meio de cultivo grandes quantidades dessa
enzima, quando comparados a leveduras e bactérias (Polizeli MLTM et al., 2005).
Entretanto, nos ultimos anos, tém aumentado a procura por novas enzimas produzidas

por bactérias.

Uma vantagem de se produzir xilanase a partir de bactérias é que essa producédo
ocorre em meio basico ou neutro, enquanto a producgdo por fungos ocorre apenas em
meio 4cido, 0 que aumenta as etapas downstream e onera a producdo. Outra vantagem
éque as bactérias sdo capazes de produzir apenas Xxilanases, enguanto os fungos
produzem simultaneamente xilanases e celulases, gerando maiores custos de purificagéo
(Chakdar H et al., 2016).

Diversos géneros bacterianos ja foram reportados como produtores de xilanases,
como Bacillus, Cellulomonas, Micrococcus, Staphylococcus, Paenibacillus,
Arthrobacter, Microbacterium, Pseudoxanthomonas eRhodothermus (Chakdar H et al.,
2016). Algumas espécies, como Bacillusarseniciselenatis (Kamble RD, Jadhav AR,
2012), Cellulomonasflavigena (Lisov AV et al., 2017),
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Pseudoxanthomonastaiwanensis(Du Ret al., 2015) e Micrococcusluteus (Kaseke ZM et

al., 2016), sao exemplos de produtores de xilanases.

Algumas bactérias produzem xilanases com caracteristicas vantajosas para
aplicacdo industrial. Bacillus sp., por exemplo, é capaz de produzir xilanases
termoestaveis (Cordeiro CAM et al., 2002), enquantoArthrobacter sp. é produtor de

xilanases alcalinas (Murugan S et al., 2011).

As enzimas xilanoliticas sdo produzidas em larga escala e aplicadas em diversos
setores industriais. A xilanase € utilizada na industria de papel, onde é responsavel pelo
branqueamento da polpa, facilitando a extracdo (Peixoto-Nogueira S de C et al., 2009).
Também pode ser aplicada na alimentacéo animal, para ajudar na digestibilidade (Harris
AD, Ramalingam C, 2010), e na industria alimenticia, atuando na producdo de pao,
através da degradacdo da hemicelulose presente na farinha de trigo, e no suco de frutas,
facilitando a extracdo (Butt MS et al., 2008).

As xilanases, juntamente com outras enzimas hidroliticas, podem ser utilizadas
para producdo de bioetanol a partir da biomassa lignoceluldsica (Bhalla A, Bischoff
KM, Sani RK, 2015). Além disso, essas enzimas também podem ser utilizadas na

industria téxtil, para processar fibras vegetais, como o linho (Battan B et al., 2012).

1.4.3 Lipases

Lipases sdo enzimas responsaveis pela reacdo de hidrélise do triacilglicerol em
acidos graxos livres e glicerol (Figura 5) (Sirisha E, Rajasekar N, Narasu ML, 2010).
Além dessa atividade hidrolitica, essas enzimas também atuam em outras reacdes, como
esterificacdo, interesterificacdo, acidolise, alcodlise e aminolise (Joseph B, Ramteke
PW, Thomas G, 2008).
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Figura 5 - Hidrolise de triacilglicerol.
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Fonte: Adaptado de Jaeger KE e Reetz MT (1998)

As lipases pertencem a superfamilia com a conformacéo o/p-hidrolase; seu sitio
ativo contém uma triade catalitica, composta pelos aminoacidos Ser-Asp/Glu-His, além
de conter uma sequéncia consenso Gly-X-Ser-X-Gly, onde X pode ser qualquer
amino&cido natural, que auxilie em sua atividade catalitica (Gupta R, Gupta N, Rathi P,
2004).

As lipases sdo produzidas por animais, plantas e microrganismos. As enzimas de
origem microbiana sdo as de maior interesse biotecnoldgico em funcdo da variedade
catalitica, alto rendimento, facil manipulacdo genética e réapido crescimento do
microrganismo produtor (Hasan F, Shah AA, Hameed A, 2006).

Existem varias géneros de bactérias que produzem esse grupo de enzimas. As
lipases obtidas a partir de Bacillus e Pseudomonas sdo as principais enzimas lipoliticas
estudadas para aplicacdo industrial. Outros géneros que também se destacam incluem
Burkholderia, Achromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Staphylococcus e
Chromobacterium (Patil KJ, Chopda MZ, Mahajan RT, 2011; Gurung N et al., 2013).

As bactérias também sdo capazes de produzir lipases com caracteristicas
fisico-quimicas especificas. Por exemplo, uma linhagem de Oceanobacillusrekensis foi
reportada por produzir lipase com atividade em temperaturas baixas, como 10°C (Jiewei
T et al., 2014), enquanto Bacillussonorensis produz uma lipase alcalina-termoestavel
(Bhosale H, Shaheen U, Kadam T, 2016).
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A maioria das lipases microbianas possuem atividade 6tima em pH neutro ou
alcalino, na temperatura de 30 a 60°C (embora algumas possuam atividade fora dessa
faixa e sejam produzidas por microrganismos extremofilos), sdo estaveis em solventes

organicos e ndo necessitam de cofatores (Verma N, Thakur S, Bhatt AK, 2012).

Devido a essas caracteristicas, as lipases bacterianas sdo utilizadas em varios
segmentos industriais. Elas podem ser empregadas na industria alimenticia, conferindo
aroma a alguns alimentos, como queijo, manteiga e carnes, também podem ser
adicionadas a detergentes, para facilitar a remo¢do de manchas e sujeiras (Patil KJ,
Chopda MZ, Mahajan RT, 2011), ou serem utilizadas na inddstria de papel, para
degradar o "pitch”, que é a parte hidrofobica da madeira, facilitando assim a producéo
de papel (Bajpai P, 1999).

As lipases também podem ser utilizadas na biorremediacdo, reduzindo a
quantidade de solos e &guas contaminados por 6leo (Karigar CS, Rao SS, 2011), na
indlstria de cosmético e perfumaria, devido a sua atuagdo como surfactantes,
lubrificantes e producdo de aroma (Metzger JO, Bornscheuer U, 2006), e na producao
de biodiesel, para reacGes de transesterificacdo de 6leos de vegetais (Shah S, Sharma S,
Gupta MN, 2004).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Isolar e caracterizar bactérias produtoras de enzimas de interesse biotecnoldgico

a partir de amostras de soloem Uberaba, MG.

2.2 ESPECIFICOS

- lIsolar bactérias produtoras de celulase, amilase, xilanase e/ou lipase a partir de

amostras de solo;

- Caracterizar morfologicamente e identificar geneticamente as bactérias produtoras das

enzimas selecionadas;
- Determinar a unidade de atividade enzimatica para cada enzima produzida;

- Caracterizar as enzimas produzidas quanto a influéncia de variacbes de pH e

temperatura, e presenca de ions metais sobre a reacdo enzimatica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Figura 6 — Etapas dos experimentos realizados.
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3.2 COLETA DE AMOSTRAS E SELECAO DE BACTERIAS PRODUTORAS DE
CELULASE, AMILASE, XILANASE OU LIPASE

Amostras de solo foram coletadas, em Abril de 2017, em dois locais de mata
preservada no bioma Cerrado, ambos localizados na cidade de Uberaba, Minas Gerais: 0
Parque Ecoldgico Mata do Ypé e o Parque Jacaranda (Bosque ou Zooldgico). Trés areas
cobertas por vegetacdo nativa foram selecionadas e as amostras de solo foram coletadas

a 10 cm de profundidade em relagéo a superficie.

As amostras foram coletadas e estocadas em recipientes de plastico estéreis,

adequadamente identificados (local de coleta, data, horario), e transportadas
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imediatamente para o Laboratorio de Microbiologia, da Universidade Federal do

Tridngulo Mineiro, onde foram processadas.

A partir de cada amostra, 1 g de solo foi suspendido em 9 mL de solucéo salina
estéril (0,85 % NaCl), homogeneizado durante um minuto, seguido de uma hora de
repouso em temperatura ambiente. Apds esse intervalo, foram realizadas diluicOes
seriadas e aliquotas de 0,1 mL de suspenséo das dilui¢des 10 a 10 foram plaqueadas

em meios de cultura contendo diferentes substratos como fontes de carbono.

Para selecionar bactérias produtoras de celulases foi utilizado meio minimo (0,2
% extrato de levedura, 0,1 % KH2POa, 0,5 % MgSOs4, 2 % &gar), adicionado de 0,5 %
de carboximetilcelulose (CMC) (meio 4gar CMC, pH 7). Para screening de bactérias
amiloliticas foi utilizado meio minimo adicionado de 0,5 % de amido soluvel (meio
agar amido, pH 7) (Apun K, Jong BC, Salleh MA, 2000).

Para avaliar a degradacdo de xilano por bactérias produtoras de xilanases foi
utilizado meio agar xilano (pH 7), contendo 0,5 % peptona, 0,2 % extrato de levedura,
0,05 % MgSOs4, 0,05 % NaCl, 0,01 % CaCl,, 0,5 % xilano e 2 % &gar (Nagar S, Mittal
A, Gupta VK, 2012). Para selecdo de bactérias produtoras de lipases foi utilizado o
meio descrito por Mobarak-Qamsari E, Kasra-Kermanshahi R, Moosavi-nejad Z (2011)
com modificacdes (1 % peptona, 0,5 % extrato de levedura, 1 % NaCl, 0,2 % CaCly, 1
% tween 80, 2 % agar) (meio agar tween 80, pH 7)).

As placas foram incubadas a 37 °C, em condigdes de aerobiose e microaerofilia.
Apos 24-48 h de incubacdo, as placas foram avaliadas quanto a presenca de zonas de
hidrolise claras ao redor das coldnias bacterianas para celulase, amilase e Xxilanase,
indicativo de degradacdo do substrato utilizado. No caso de lipases, a hidrolise é
confirmada pela precipitacdo de sais ao redor das colonias. Para evidenciar o halo
formado, o corante Vermelho congo (1 mg/mL) foi adicionado as placas utilizadas para
screening de bactérias produtoras de celulase e xilanase (Teather RM, Wood PJ, 1982),
enquantolugol (1 % I2: 2 % KI) foi adicionado as placas utilizadas para screening de
bacterias amiloliticas (Hyun HH, Zeikus JG, 1985).

Em seguida, as colonias com resultados positivos na etapa de screening
(formacdo de halos ao redor das coldnias) foram transferidas para novas placas

contendo o referido substrato para isolamento das bactérias e confirmacdo da atividade
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enzimatica. Culturas puras foram submetidas a coloracdo de Gram,para caracterizagdo

morfolégica, e preservadas em meio BHI contendo glicerol (20 %), em freezer a -20 °C.

As bactérias produtoras de celulases, amilases, xilanases ou lipases foram
analisadas pelo indice Enzimatico (El), expresso pela relago entre o diametro da zona
de hidrolise e o diametro da colénia (em milimetros)(Hankin R, Anagnostakis SL,
1975). Isolados que apresentaram El > 1 para producédo de celulase ou xilanase e El >
1,5 para producdo de amilase ou lipase foram selecionados para 0s experimentos
subsequentes.

3.3 PRODUCAO ENZIMATICA AO LONGO DO CRESCIMENTO BACTERIANO

Meio caldo CMC, amido, xilano e tween 80 (mesma composi¢do descrita no
item3.1, mas sem a adicao de agar) foram inoculados com 1 % de culturas,apés 24 de
cultivo, dos isolados produtores de, respectivamente, celulases, amilases, Xilanases e
lipases. As culturas foram incubadas a 37 °C, em aerobiose ou microaerofilia, por até 96
h.

A cada 24 h de incubacdo, aliquotas das culturas foram coletadas para
determinacdo da densidade Optica (600 nm) em espectrofotdmetro (UV-1600, Pro-
Analise) e para centrifugacdo (12000 rpm, 15 min.). O sobrenadante foi utilizado como
extrato enzimatico e sua atividade foi determinada pelo ensaio de difusdo em &gar, no
qual o extrato foi adicionado em pocos perfurados em meio solido, contendo os
substratos especificos para cada enzima(Vijayaraghava P and Vincent SGP, 2013). As
placas foram incubadas a 37 °C por 24 h, em aerobiose ou microaerofilia, e a atividade

enzimatica foi confirmada pela presenca de zonas de hidrélise ao redor dos pocos.

3.4 QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Para a quantificacdo de celulases, amilases, xilanases ou lipases, as bactérias
foram cultivadas em, respectivamente, meio caldo CMC, amido, xilano e tween 80

(descrito no item 2.2). Cada cultura foi centrifugada (12000 rpm, 15 min) e o
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sobrenadante foi utilizado como extrato enzimatico. Todos os ensaios foram realizados

em triplicata.

As atividades enzimaticas de celulases e xilanases foram quantificadas pelo
Método Sacarificante, descrito por Miller GL (1959), com maodificagdes, utilizando
como substratoCMC ou xilano,respectivamente. A 75 plLde substrato(l %) foram
adicionados 30 pL de extrato enzimaticoe 45 puL de tampéo fosfato de s6dio(0,05 M,
pH 7,0). A reacéo foi incubada a 55 °C, por 5 min., sendo entdo adicionado300 pL de
3,5-acido dinitrosalicilico (DNS) para parar a reacdo. A mistura foi fervida por 10
min.E, em seguida,adicionado 2 mL de agua destilada. A absorbancia foi medida em
espectrofotémetro (UV-1600, Pro-Analise), a 540 nm. A quantidade de agucar redutores
formada foi calculada de acordo com uma curva padréo de glicose (0,5-2,5 pmoL/mL
ou 2-10pumoL/mL). Uma unidade (U) de atividade celulolitica ou xilanolitica foi
definida como a quantidade de enzima que libera 1 pmoL de acUcar redutor (glicose),

por minuto de reacao.

O ensaio de quantificacdo de amilases foi realizado pelo Método Dextrinizante
descrito por Fuwa H (1954), com modificac@es, utilizando amido como substrato. Uma
aliquota de 60 L do extrato enzimatico foi adicionada a100 pL de amido (0,5 %) e a 40
pL de tampdo acetato de sddio (0,5 M, pH 5,5). A mistura foi incubada a 55 °C,por 30
min., e finalizada pela adi¢do de 200 pL de &cido acético(1 M). Foram adicionados 200
uL de reagente de FUWA e 4400 pL de agua destilada. A absorbancia foi determinada
em espectrofotdbmetro(UV-1600, Pro-Analise), a 660 nm. A quantidade de amido
consumido foi calculada de acordo com uma curva padrdo de amido (0,1-0,5 mg/mL).
Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para hidrolisar 0,1 mg de amido, por minuto de reacéo.

A atividade de lipase foi avaliada pelo método descrito por Winkler UK e
Stuckmann M (1979), utilizando p-nitrofenilpalmitato (pNPP) como substrato. Uma
aliquota de 300 pL do extrato enzimético foi adicionada a 700 pL de solugdo pNPP
dissolvido em tampéo Tris-HCI (50 mM, pH 8).A reacédo foi incubada a 30 °C,por 15
min. e parada pela adigdo de 1 mL de solugdo acetona:etanol (1:1). A mistura foi
centrifugada (12500 rpm, 10min.) para remocgdo do precipitado e a absorbancia do
sobrenadante foi medida em espectrofotdmetro(UV-1600, Pro-Analise), a 410 nm. A

quantidade de p-nitrofenol (pNP) produzido foi calculada de acordo com uma curva
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padrdo de pNP (0,5-2,5 pumoL/mL ou 2-10 pmoL/mL). Uma unidade de atividade
enzimaética foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 umoL de p-nitrofenol
(pNP) por minuto de reagéo.

3.5 EXTRACAO DE DNA DAS BACTERIAS PRODUTORAS DE ENZIMAS

Os isolados produtores das enzimas de interesse foram identificados pelo
sequenciamento parcial do gene 16S RNAr. O DNA total de cada isolado foi extraido
utilizando o método de fenol-cloroférmio (Oliveira SDet al., 2002), com modificacGes.
As bactérias foram cultivadas em meio BHI &gar, overnight. Foi feita uma suspensao de
células em 500 pL de TE (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 1. mM EDTA pH 8) e a cultura foi
centrifugada (12000 rpm, 2 min.). O sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em 200 pL de lisozima (4 mg/mL) e incubado a 37 °C, por 1 h..
Posteriormente, 200 pL de solucdo de proteinase K (10 mg/mL) foram adicionados,
seguido de incubacdo a 50 °C, por 1 h.. As enzimas foram inativadas a 95 °C, por 10
min.. O DNA foi extraido pela adicdo de 400 pL de solucdo fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (25:24:1); a mistura foi homogeneizada e centrifugada (12000 rpm, 5 min.).
A fase aquosa foi coletada e transferida para um novo tubo, no qual foi adicionado igual
volume de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e novamentecentrifugado (12000 rpm, 5
min.). O volume da fase aquosa foi transferido novamente para um tubo novo, no qual
foi adicionado 10 % de acetato de sddio (3M, pH 6) e 2,5 vezes o volume de etanol
absoluto gelado. O tubo foi mantido a -20°C overnight ou por 30 min. Apos esse
intervalo, o tubo foi centrifugado (12000 rpm, 10 min.), o sobrenadante foi descartado
e o pellet foi lavado com 1 mL de etanol 70 %. Foi realizada nova centrifugacdo (13000
rpm, 20 min.), o sobrenadante foi descartado e opelletfoi mantido a temperatura
ambiente até secagem. Por fim, o DNA extraido foi suspendido com 50 pL de &gua
milli-Q e armazenado a -20 °C ate sua utilizacao.

A integridade do DNA extraido foi verificada por eletroforese em gel de agarose
(0,8 %),utilizando o tampédo TAE 1X (Tris base 0,4M, &cido acético 0,2M, EDTA 0,1 M
- pH 8,0). O gel foi corado com brometo de etidio (0,2 pg/mL) e fotodocumentado sob
luz ultravioleta. A concentragdio de DNA e sua pureza foi determinada em
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espectrofotdbmetro NanoDrop (Thermo Scientific). As amostras foram diluidas para 50

ng/uL e estocadas a -20 °C até a realizacdo das reacdes em cadeia da polimerase (PCR).

3.6 IDENTIFICACAO MOLECULAR

O 16S RNAr foi amplificado utilizando o par de primers universal 27F
(AGAGTTTGATCMTGGCTCA) e 1492R (TACGGYTACCTTGTTACGAC) (Purves
K et al., 2016). A PCR foi realizada em um volume total de 25 pL, utilizando-se 17,325
pL de agua milli-Q, 2,5 pL de tampdo 10X, 0,625 puL de dNTP’s (10 mM), 1,25 uL de
MgCl, (50 mM), 1 pL de primer F (10 pM/pL), 1 pL de primer R (10 pM/uL), 0,3 pL
de Tag DNA polimerase (5 U/uL) e 1 uL de DNA (50 ng/uL). As condicGes da PCR
incluiram: temperatura inicial de desnaturacdo a 95 °C por 5 min., seguida de 35 ciclos
de 95 °C por 30 seg. para a desnaturacdo, 60 °C por 30 seg. para anelamento dos
primers e 72 °C por 60 seg. para a extensdo dos primers. O ciclo de amplificacdo foi
seguido por uma extensao final a 72 °C por 7 min. e os tubos foram mantidos a 4 °C. As
reacOes de amplificacdo foram realizadas em termociclador Gene Amp PCR System
9700 (Applied Biosystems).

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose
(1,2%), o gel foi corado com brometo de etidio (0,2 pg/mL) e fotodocumentado sob luz

ultravioleta.

3.7 PURIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DO 16S RNAr

Os amplicons obtidos foram purificados diretamente do produto de PCR,
utilizando o kit Invisorb® Fragment CleanUp (Stratec Molecular). Brevemente, 500 pL
da solucédo Binding Buffer foram adicionadas a 75 pL do produto de PCR; a mistura foi
homogeneizada, transferida para uma coluna Spin Filter e depois centrifugada (11000
rpm, 2 min.). O filtrado foi descartado e a coluna foi centrifugada novamente (11000
rpm, 3 min.). A coluna foi inserida em um novo tubo e o DNA foi eluido pela adigéo de
10 pL de solugéo Elution Buffer. O tubo foi mantido em repouso a temperatura
ambiente por 5 min. e posteriormente centrifugado (11000 rpm, 1min.). O material
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purificado foi quantificado em NanoDrop (Thermo Scientific) e estocado a-20 °C até a

utilizacéo.

Apos a purificacdo, o DNA foi utilizado para sequenciamento pelo método de
terminacdo de cadeia (Método de Sanger). Uma reacéo foi realizada para cada amostra
de DNA utilizando primer forward e o primer reverse. Todas as sequéncias consenso
obtidas foram comparadas aquelas disponiveis no banco de dados do GenBank (NCBI),
utilizando o algoritmo Basic Local Alignment Search Tool para nucleotideos (Blastn)
(Altschul SFet al., 1990). Todas as sequéncias obtidas foram depositadas no banco de
dados do GenBank.

3.8 ANALISE FILOGENETICA

Para a anélise filogenética, as sequéncias foram alinhadas pelo software Clustal
W e a arvore filogenética foi reconstruida com o programa MEGA versao 7.0, no qual
foi utilizado o método de Maxima Verosimilhanca baseado no modelo Kimura 2-
parametros. Brevibacillus brevis YNP-1 foi utilizado como geupo externo e uma analise
Bootstrap (1000 repeticdes) foi realizada para reconstrucdo da historia evolutiva dos

isolados.

3.9 CAPACIDADE DE PRODUCAO DE MULTIPLAS ENZIMAS PELAS
BACTERIAS SELECIONADAS

Os isolados selecionados como melhores produtores para cada uma das cinco
enzimas avaliadas foram analisados quanto a capacidade de producdo das demais
enzimas de interesse. Para isso, cada isolado foi cultivado nos diferentes meios descritos
(item 2.1), contendo os quatro substratos utilizados para detectar a atividade enzimatica,
sendo a producdo de enzimas extracelulares confirmada pela presenca de zonas de

hidroélise claras/zona de precipitacdo ao redor das col6nias.
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3.10 CARACTERIZACAO ENZIMATICA

A influéncia de parametros fisico-quimicos,como pH, temperatura e presenca de
ions, sobre a atividade das enzimas foi analisada.Para tanto, ensaios de quantificacdo
foram realizados, seguindo os mesmos procedimentos descritos no item 2.3, mas

variando as condicdes de cada reacéo.

3.10.1 Efeito do pH sobre a atividade enzimatica

O efeito do pH sobre a atividade enzimatica foi analisadocom valores de pH
variando de 2 a 12, mediante o uso de solugdes tampéo apropriadas(pH 2: cloreto de
potéssio-HCI 0,2 M; pH 4 e 6: acetato de sédio 0,5 M; pH 7 e 8: fosfato de sddio 0,05
M; pH 10: Tris-HCI 0,05 M; pH 12: fosfato de s6dio-NaOH 0,1 M). As condi¢bes de
ensaio padrdo para cada uma das enzimas avaliadas foram utilizadas. A maior atividade
enzimética (M) foi considerada 100 % e para os demais valores observados(R) foi
calculada a atividade relativa(%) através da equacdo (R x 100) / M. Todos 0s ensaios

foram realizados em duplicata bioldgica.

3.10.2 Efeito da temperatura sobre a atividade enzimética

A influéncia da temperatura sobre a atividade enzimética foi avaliada pela
incubacdo da mistura de reacdo em temperaturas que variaram de 10 a 80 °C (com
incrementos de 10 °C), sendo utilizadas condi¢cdes de ensaio padrdo para cada uma das
enzimas avaliadas. A maior atividade enzimatica (M) foi considerada 100 % e para 0s
demais valores observados (R) foi calculada a atividade relativa (%) através da equacéao

(R x 100) / M. Todos os ensaios foram realizados em duplicata bioldgica.

3.10.3 Efeito de ions metais sobre a atividade enzimatica

O efeito de ions metais (5 mM) sobre a atividade enzimatica foi investigado
utilizando CaCl,, MgClz, NaCl e FeSOs. O extrato enzimético de cada isolado foi

incubado com as diferentes solucGes de metais, a temperatura ambiente, por 5 min.. A
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atividade enzimatica foi determinada pelos ensaios de quantificacdo, especificos para
cada enzima, com pH e temperatura Otima para cada enzima. A maior atividade
enzimética (M) foi considerada 100 % e para os demais valores observados (R) foi
calculada a atividade relativa (%) atraves da equacdo (R x 100) / M. Todos os ensaios

foram realizados em duplicata bioldgica.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

One-way analise de variancia (ANOVA) seguida por teste de comparacao
maltipla de Dunnett (p < 0,05) foram realizados, utilizando o software GraphPad versédo
7.04.
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4.1 ISOLAMENTO E SELECAO DE BACTERIAS PRODUTORAS DE CELULASE,

AMILASE, XILANASE OU LIPASE

A partir das amostras de solo coletadas em ambientes de mata preservada no

bioma Cerrado, 376 col6nias foram obtidas apo6s cultivo nos quatro diferentes meios

utilizados (dgar CMC, agar amido, agar xilano e agar tween 80), em condi¢des de

aerobiose ou microaerofilia. Dessas colonias, 157 foram isoladas a partir da amostra de

solo 1, 133 foram isoladas a partir da amostra de solo 2 e a partir da amostra 3 foram

obtidas 86 col6nias(Tabela 1).

Colbnias de diferentes tamanhos e morfologias foram obtidas, tanto em

aerobiose como em microaerofilia, sendo 84 coldnias obtidas em meio dgar CMC, 91

coldnias isoladas em meio 4gar amido, 113 em meio &gar xilano e 88 col6nias isoladas

em meio agar tween 80 (Tabela 1).

Tabela 1 -Isolamento de bactérias a partir de solo do bioma Cerrado.

Condicao de Amostra de solo Meio agar
crescimento
1 2 3 CMC Amido Xilano  Tween 80
Aerobiose 56 44 22 27 28 31 36
Microaerofilia 101 89 64 57 63 82 52
Total 157 133 86 84 91 113 88

Dentre as 376 colbnias recuperadas das trés amostras de solo avaliadas, a

atividade enzimatica foi confirmada em 85isolados, os quais apresentaram formacéao de

zonas de hidrdlise ao redor das colbnias ap6s subcultivo em cada meio especifico

(Figura 7).
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Figura 7 - Bactérias produtoras de enzimasextracelulares de interesse biotecnoldgico,
isoladas a partir de amostras de solo preservado no bioma Cerrado, na cidade de
Uberaba, MG. A atividade enzimética foi confirmada através da formacdo de zonas de
hidrolise ao redor das col6nias bacterianas apos cultivo em meio agar CMC (A), agar
amido (B), agar xilano (C) e agar tween 80 (D), para detectar a producdo de celulases,

amilases, xilanases e lipases, respectivamente.

Dos isolados confirmados como produtores de enzimas, 29 foram provenientes
da amostra de solo 1, 25 foram isolados a partir da amostra 2, sendo os demais 31
isolados obtidos a partir da amostra 3 (Tabela2). Quatorze isolados foram confirmados
como produtores de celulases, 25 isolados como produtores de amilases, 20 como

produtores de xilanases e 26 como produtores de lipase (Tabela 2).
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Tabela 2 -Atividade enzimatica de bacterias isoladas a partir de amostras de solo do
bioma Cerrado. A atividade enzimatica foi confirmada apds cultivo das bactérias em

meio sélido, utilizando substratos especificos para cada uma das enzimas avaliadas.

Enzima Isolados Amostra de solo
roduzida produtores de
g enzimas 1 2 3
Celulase 14 6 4 2
Amilase 25 14 8 3
Xilanase 20 1 8 11
Lipase 26 8 5 13

A maioria das bactérias produtoras de enzimas de interesse biotecnoldgico
foicaracterizada como Gram-positivas, em formato bacilare isoladas em condicGes de

microaerofilia (n=62) (Tabela 3).

Tabela 3 -Caracterizacdo das bactérias isoladas a partir de amostras de solo do bioma
Cerrado, com atividade enzimatica confirmada em meio sélido, contendo os substratos

especificos para cada enzima.

Caracteristica Celuloliticas Amiloliticas Xilanoliticas Lipoliticas
Coloracéo de Gram-positivo 11 25 20 26
Gram
Gram- 3 0 0 0
negativo
Forma Bacilo 13 23 20 26
Pleomarfico 1 2 0 0
Atmosferade  Aerobiose 4 8 3 8
incubacéo

Microaerofilia 10 17 17 18
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Os isolados foram nomeados baseado na enzima produzida, na atmosfera
utilizada para o isolamento, a fonte da amostra, seguido pelo numero do isolado.
Bactérias produtoras de celulases receberam a identificacdo “C”, aquelas com atividade
amilolitica foram assinaladas como “I”, as produtoras de xilanases foram nomeadas
como “X”, ao mesmo tempo em que “L” foi determinada como a sigla para as
produtoras de lipases.Os isolados que cresceram em condi¢Oes de aerobiose foram
identificados como “a”, e aqueles que foram isolados em condi¢des de microaerofilia
foram identificados como “m”. As bactérias isoladas a partir da amostra de solo 1 foram
nomeados como “b”, aquelas provenientes da amostra 2 foram nomeadas como “p”,
enquanto a identificacdo “e” foi dada aquelas bactérias obtidas a partir da terceira
amostra de solo.

De acordo com o Indice Enzimético (El), 10 isolados produtores de celulases e
13 produtores de xilanases apresentaram EI > 1; em relagdo a producdo de amilases e
lipases, 10 isolados e 12 isolados, respectivamente, apresentaram EI > 1,5 (Tabela4).
Basedo no El, esses 45 isolados foram entéo selecionados para os demais experimentos.
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Tabela 4 -indice Enzimatico (El) obtido para bactérias isoladas de solo, selecionadas

como produtoras de enzimas de interesse biotecnologico. O El foi calculado pela

relacdo entre o diametro da zona de hidrélise e o didmetro da colénia, em meio sélido.

Celuloliticas Amiloliticas Xilanoliticas Lipoliticas

Isolado  El Isolado El Isolado  ElI Isolado El
Cab-8 0,67 lab-2 0,80 Xab-3 1,00 Lab-2 1,60
Cab-9 1,00 Imb-1 3,00 Xap-6 1,00 Lab-3 2,11
Cab-1 1,00 Imb-2 1,18 Xmp-9 1,00 Lab-8 1,80
Cmb-2 1,00 Imb-7 1,43 Xmp-11 1,00 Lab-19 4,00
Cmb-3 1,00 Imb-9 0,67 Xmp-13 1,00 Lmb-7 1,87
Cmb-22 1,00 Imb-10 0,67 Xmp-20 1,00 Lmb-2 1,70
Cmp-6 0,87 Imb-13 1,45 Xmp-21 0,80 Lmb-3 1,31
Cmp-7 1,20 Imb-16 0,71 Xmp-22 1,00 Lmb-4 3,00
Cmp-8 1,25 Imb-17 1,60 Xmp-23 0,80 Lap-4 3,33
Cmp-11 0,80 Imb-18 1,67 Xae-4 0,83 Lmp-5 1,75
Cae-1 0,70 Imb-19 1,67 Xme-1 1,00 Lmp-6 2,40
Cme-1 1,00 Imb-22 2,80 Xme-7 0,89 Lmp-7 1,20
Cme-2.1 1,00 Imb-23 1,22 Xme-14 1,00 Lmp-9 1,43
Cme-2 1,00 Imb-24 1,40 Xme-16 1,00 Lae-3 1,18
lap-1 1,00 Xme-17 0,74 Lae-6 2,00
lap-11 1,57 Xme-20 1,00 Lae-7 1,12
lap-13 0,83 Xme-21 0,78 Lme-1 1,62
lap-14 2,00 Xme-23 1,00 Lme-6 1,11
lap-15 0,75 Xme-2 1,00 Lme-8 1,13
Imp-11 1,40 Xme-3 0,89 Lme-9 1,08
Imp-16 1,00 Lme-10 1,17
Imp-26 1,00 Lme-15 1,33
lae-1 1,80 Lme-17 1,07
lae-2 3,33 Lme-18 1,09
Ime-1 3,00 Lme-19 1,20

Lme-20

1,07
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4.2 PRODUCAO ENZIMATICAAO LONGO DO CRESCIMENTO BACTERIANO

O crescimento bacteriano foi monitorado ao longo de 96 h de incubacéo, sendo
avaliada a producdo das enzimas de interesse a cada 24 h de crescimento, em meio
solido contendo os substratos especificos para cada enzima.

4.2.1 Bactérias celuloliticas

Todos os isolados celuloliticos (n=10) apresentaram um padrdo de
crescimentosemelhante, atingindoa fase estacionaria entre72 €96 h de incubacéo, a 37
°C, em aerobiose ou microaerofilia. A atividade celulolitica foi observada desde as
primeiras 24 de crescimento bacteriano, sendo mantida ate o Ultimo momento de
analise, apos 96 h de incubacdo, exceto o isolado Cab-1, cuja atividade celuloliticamais

expressiva foi detectada somente ap6s 96h de crescimento bacteriano (Tabela 5).

Tabela 5 -Atividade celulolitica ao longo do crescimento bacteriano. A densidade
oOptica das culturas foi determinada ao longo de 96h (DOsoonm) € 0 sobrenadante das
culturas foi avaliado em relacdo a atividade celulolitica, pelo método de difusdo em

meio solido.

Absorbancia (600 nm) Zonas de hidrdlise (mm)

24 h 48h 72h  96h 24h  48h 72h 96h
Cab-9 0,384 0,506 0,876 0,872 23 23 20 20

Isolados

Cab-1 0,037 0,127 0,590 0,497 5 5 5 22
Cmb-2 0,278 0,546 0,698 0,810 25 25 20 19
Cmb-3 0,239 0,497 0,582 0,786 23 27 20 20
Cmb-22 0,283 0,582 0,844 0,884 19 21 17 19
Cmp-7 0,257 0538 0,620 0,720 22 23 17 19
Cmp-8 0,291 0,577 0,654 0,798 21 22 20 19

Cme-1 0,299 0,552 0,716 0,858 23 23 18 20
Cme-2.1 0,200 0,586 0,694 0,886 21 23 18 20
Cme-2 0,207 0,495 0,580 0,674 22 28 15 21
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Baseado no perfil de crescimento e atividade enzimatica das bactérias
celuloliticasselecionadas, os ensaios de quantificacdo enzimatica foram realizados apos
72 h de cultivo, utilizando CMC como substrato. A atividade enzimética variou de
2,575 U/mL (isolado Cmb-2) a 5,0 U/mL (isolado Cab-9), sendo os cinco melhores
produtores de celulases selecionados para a identificagdo molecular e a caracterizacao
enzimética (Cab-9 (5,0 U/mL), Cab-1 (4,630 U/mL), Cmb-3 (4,236 U/mL), Cmp-7
(4,282 U/mL) e Cme-2 (4,444 U/mL)) (Figura8).

Figura 8 - Atividade enzimatica dos isolados celuloliticos, apds 72 h de crescimento
bacteriano. O ensaio enzimatico foi realizando em meio liquido, utilizando CMC como
substrato, e a atividade foi expressa em U/mL. Os resultados mostram a média das

analises em triplicata e as barras de erro indicam + desvio padrdo das médias.
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4.2.2 Bactérias amiloliticas

Dentre os isolados amiloliticos (n=10), a maioria (n=7) atingiua fase
estaciondria apos 72 h de incubacdo, a 37 °C, em aerobiose ou microaerofilia. Além
disso, para a maioria dos isolados, a atividade amilolitica foi observada ao longo das 96

h de avaliacdo, exceto para os isolados lap-11, Imb-1, Imb-19 e Imb-22 (Tabela 6).
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Tabela 6 -Atividade amilolitica ao longo do crescimento bacteriano. A densidade dptica
das culturas foi determinada ao longo de 96h (DOsoonm) € 0 sobrenadante das culturas
foi avaliado em relacéo a atividade amilolitica, pelo método de difusdo em meio solido.

Isolados Absorbéancia (600 nm) Zonas de hidrolise (mm)
24h  48h 72h 96 h 24h 48h 72h 96 h
lap-11 1,106 1,240 1,384 1,052 13 14 14 -
lap-14 0,890 0,852 1,024 0,490 14 9 13 13
lae-1 0,163 0,968 1,440 0,858 11 9 13 16
lae-2 0,292 1,168 2,615 1,528 19 20 19 19
Imb-1 1,096 0,804 1,420 1,208 13 - 18 18
Imb-17 1,052 1,928 1,328 1,300 13 11 18 18
Imb-18 0,970 1,640 1,356 0,632 14 14 12 11
Imb-19 0,075 0,114 0,636 1,012 - - 5 5
Imb-22 0,094 0,118 0,414 0,358 12 13 9 -
Ime-1 0,528 0,764 1,428 0,778 12 12 13 12

Legenda: (-) atividade enzimatica ausente.

De acordo com os resultados obtidos, a atividade enziméatica das bactérias
amiloliticas selecionadas foi quantificada apos 48 h(para lap-14, lae-2, Imb-18 e Imb-
22) ou 72 h de incubacdo (demais isolados), dependendo do isolado, utilizando amido
como substrato. A atividade enzimética variou de 0,080 U/mL (isolado lae-1)
a 2,506 U/mL (isolado lap-14). Os isolados lap-14 (2,506 U/mL), lae-2 (2,452 U/mL),
Imb-1 (1,417 U/mL), Imb-18 (2,443 U/mL) e Imb-22 (1,816 U/mL) foram
selecionados como os melhores produtores de amilase e utilizados nos experimentos

subsequentes (Figura9).
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Figura 9 - Atividade enzimatica dos isolados amiloliticos, apés 48 ou 72 h de
crescimento bacteriano. O ensaio enzimatico foi realizando em meio liquido,
utilizandoamido como substrato, e a atividade foi expressa em U/mL. Os resultados
mostram a média das analises em triplicata e as barras de erro indicam + desvio padrdo

das médias.
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4.2.3 Bactérias xilanoliticas

Os isolados capazes de produzir Xilanases (n=13) apresentaram padrdo de
crescimento semelhante ao longo das 96 h de incubagcdo em meio caldo xilano. A
maioria dos isolados atingiu a fase estacionéria entre 48 e 72 h de incubacéo, a 37 °C,
em aerobiose ou microaerofilia. Para os isolados Xab-3, Xap-6 e Xme-16, a atividade
xilanolitica foi observada a partir das amostras coletadas apds 48 h de cultivo. Para os
demais isolados foi observada atividade enzimatica ja nas primeiras 24 h de incubacéo,
sendo importante ressaltar que, nas condicdes avaliadas,ndo houve alteracdo no
didmetro dos halos de degradacdo de xilano independente do tempo de crescimento

bacteriano (Tabela 7).
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Tabela 7 - Atividade xilanolitica ao longo do crescimento bacteriano. A densidade

Optica das culturas foi determinada ao longo de 96h (DOeoonm) € 0 sobrenadante das

culturas foi avaliado em relacdo a atividade xilanolitica, pelo método de difusdo em

meio solido.
Isolados Absorbancia (600 nm) Zonas de hidrolise (mm)
24 h 48h 72h 96 h 24h  48h 72h 96h
Xab-3 1,288 2,048 3,580 3,420 - 5 5 5
Xap-6 0,246 1,924 3,770 3,610 - ) 3) 5)
Xmp-9 1,712 1,940 1,208 0,840 5 5 5 5
Xmp-11 2,136 4,420 4,930 4,200 5 5 5 5
Xmp-13 0,178 1,752 1,784 1,456 3) ) 3) 5)
Xmp-20 1,308 2,168 3,060 2,750 5 5 5 5
Xmp-22 1,192 2,128 2,445 1,970 6 ) 3) 5)
Xme-1 1,096 1,368 0,908 0,624 5 5 5 5
Xme-14 0,128 0,333 0,447 3,340 3) ) 3) 5)
Xme-16 0,459 2,140 4,050 3,480 - ) 3) 5)
Xme-20 0,113 0,348 0,505 0,589 6 5 5 5
Xme-23 2,116 2,835 2,880 2,310 5 5 5 5
Xme-2 2,076 2,625 2,365 1,740 5 5 5 5

Legenda: (-) atividade enzimética ausente.

Os ensaios de quantificacdo enzimatica, utilizando xilano como substrato, foram

realizados ap6s 48 h de incubacdo. A atividade enzimatica variou de 0,845 U/mL
(isolado Xme-14) até 5,093 U/mL (isolado Xap-6) (Figura 10). Os isolados
selecionados como melhores produtores de xilanases,Xap-6 (5,093 U/mL), Xmp-9
(5,028 U/mL), Xme-1 (2,870 U/mL), Xme-16 (2,986 U/mL) e Xme-20 (4,630 U/mL),

foram selecionados para a identificacdo molecular e caracterizacéo enzimatica.
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Figura 10 - Atividade enzimatica dos isolados xilanoliticos, apos 48 h de incubacdo. O
ensaio enzimatico foi realizando em meio liquido, utilizandoxilano como substrato, e a
atividade foi expressa em U/mL. Os resultados mostram a média das andlises em

triplicata e as barras de erro indicam + desvio padrdo das médias.
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4.2.4 Bactérias lipoliticas

Os isolados produtores de lipase (n=12) apresentaram padrédo de crescimento
semelhante ao longo das 96 h de incubacdo em meio caldo tween 80. A maioria dos
isolados (n=8) atingiu a fase estacionaria apds 96 h de incubacéo, a 37 °C, em aerobiose
ou microaerofilia. Os isolados Lab-19 e Lmb-7apresentaram atividade lipolitica
somente nas amostras coletadas ap6ds 48 e 72 h de cultivo. Para os demais isolados, a
atividade enzimatica foi detectada ja nas primeiras 24 h de incubacdo. Vale ressaltar
que, nas condicBes avaliadas, a atividade lipolitica dos isolados selecionados reduziu
apos 96 h de cultivo (Tabela 8).
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Tabela 8 -Atividade lipolitica ao longo do crescimento bacteriano. A densidade dptica
das culturas foi determinada (DOsoonm) a0 longo de 96h e o sobrenadante das culturas
foi avaliado em relagdo a atividade lipolitica, pelo método de difusdo em meio sélido.

Isolados Absorbancia (600 nm) Zonas de hidrolise (mm)
24h  48h 72h  96h 24h  48h 72h 96h
Lab-2 0,239 0,356 0,748 1,092 14 13 15 8
Lab-3 0,362 1,604 2,440 1,872 15 14 14 -
Lab-8 0,489 1,240 1,460 1,288 18 15 10 -
Lab-19 0,561 0,744 0,976 1,204 - 15 15 -
Lap-4 0,816 2,104 3,470 3,200 18 17 17 15
Lae-6 0,680 0,968 1,565 3,160 21 15 22 19
Lmb-7 0,646 1,024 1545 2,352 - 17 12 -
Lmb-2 0550 1,904 1,364 1,720 15 13 13 -
Lmb-4 0,714 1,332 1,524 4,830 15 14 14 -
Lmp-5 0,618 1,312 2,020 3,240 14 16 15 -
Lmp-6 0,660 1,884 2,445 3,810 16 15 15 -
Lme-1 0,313 0,438 1,040 1,955 12 12 13 -

Legenda: (-) atividade enzimatica ausente

De acordo com esses resultados foram realizados ensaios de quantificacdo
enzimatica apés 72 h de incubacdo, utilizando pNPP como substrato. A atividade
enzimatica variou de 0,718 U/mL (isolado Lme-1) até 10,064 U/mL (isolado Lab-
2). Os isolados Lab-2 (10,064 U/mL), Lab-3 (9,722 U/mL), Lap-4 (2,934 U/mL), Lmb-
7 (2,387 U/mL) e Lmb-4 (3,140 U/mL) foram selecionados como o0s melhores

produtores de lipases (Figura 11), sendo utilizados nos experimentos subsequentes.
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Figura 11 - Atividade enzimatica dos isolados lipoliticos, apos 72 h de incubagdo. O
ensaio enzimaético foi realizando em meio liquido, utilizandopNPP como substrato, e a
atividade foi expressa em U/mL. Os resultados mostram a média das andlises em

triplicata e as barras de erro indicam + desvio padrdo das médias.
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4.3 IDENTIFICACAOMOLECULARDAS BACTERIAS PRODUTORASDE

CELULASE, AMILASE, XILANASE OU LIPASE

O DNA total bacteriano foi eficientemente extraido pelo método fenol-
cloroférmio, resultando em amostras com concentragdo final de 30,4 a 2374,9 ng/uL,
assim como baixa contaminacdo com proteinas e sais (razdes 260/280 e 260/230
adequadas). A amplificacdo da sequéncia parcial do gene 16S RNAr, utilizando os
primers universais, resultou em amplicons de 1500 pb, valor proximo ao esperado (1465
pb). Os produtos de PCR foram sequenciados e as sequéncias foram comparadas
aquelas disponiveis no banco de dados do GenBank.

4.3.1 Bactérias celuloliticas

A andlise das sequéncias parciais do gene 16S RNArindicou que todos os 5
isolados produtores de celulases pertenciam ao género Bacillus, sendo identificadas
quatro espécies distintas. O isolado AB-9 apresentou maior identidade comB.siamensis
PD A10 (99 %), o isoladoAB-1 com B. toyonensis BCT-7112 (99 %), ambos isolados
MB-3 e MP-7 com B.methylotrophicus CBMB205 (100 % e 90 %, respectivamente) eo
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isolado ME-2 apresentou maior identidade com B.drentensis NBRC 102427 (99 %)
(Tabela 9).

Tabela 9 - Identificacdo molecular das bactérias celuloliticas selecionadas. As
sequéncias parciais do gene 16S RNAr foram alinhadas com sequéncias disponiveis no

GenBank, utilizando a ferramenta Blastn.

Isolado/ Alinhamento/
(NUmero de . Identidade (%6)
(NUmero de acesso)
acesso)
AB-9 Bacillus siamensis PD A10 99
(MH381824) (NR_117274.1)
AB-1 Bacillus toyonensis BCT-7112 99
(MH381825) (NR_121761.1)
MB-3 Bacillus methylotrophicus BMB 100
(MH381826) 205 (NR_116240.1)
MP-7 Bacillus methylotrophicus BMB 90
(MH381827) 205 (NR_116240.1)
ME-2 Bacillus drentensis NBRC 102427 99
(MH381828) (NR_114085.1)

As sequéncias parciais do gene 16S RNAr, obtidas com o sequenciamento,
foram depositadas no banco de dados de nucleotideos do GenBank, com 0s seguintes
nameros de acesso: MH381824 (B. siamensis AB-9), MH381825 (B. toyonensis AB-1),
MH381826 (B. methylotrophicus MB-3), MH381827 (B. methylotrophicus MP-7) e
MH381828 (B. drentensis ME-2).

A reconstrucdo da arvore filogenética evidenciou que B. siamensis AB-9, B.
methylotrophicus MB-3 e B. methylotrophicus MP-7 foram relacionados a B. toyonensis
AB-1, confirmando que eles pertencem a grupos filogenéticos préximos; enquanto B.
drentensis ME-2 estd menos relacionados aos demais isolados (Figura 12).
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Figura 12 - Arvore filogenética molecular de bactérias celuloliticas isoladas de
amostras de solo preservado do bioma Cerrado. A arvore foi baseada na sequéncia
parcial do gene 16S RNAr e reconstruida com o programa MEGA 7.0, utilizando o
método de Maxima Verosimilhanca baseado no modelo Kimura 2-parametros. A
medida do comprimento dos ramos indica 0 numero de susbstituicdes por sitio e a
confiabilidade foi avaliada com bootstrap de 1000 repeticdes. Brevibacillus brevis
YNP-1 foi utilizado como grupo externo. A escala indica o nimero de substituicdes por

sitio.
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4.3.2 Bactérias amiloliticas

De acordo com a identificagdo molecular realizada, todas as bactérias
amiloliticas pertenciam ao género Bacillus,sendo identificadas quatro espécies distintas.
O isoladoAP-14 apresentou maior identidade com B.methylotrophicus CBMB205 (99
%), o isolado AE-2 com B. subtilis IAM 12118 (99 %), ambos isoladosMB-1 e MB-18
com B. toyonensis BCT-7112 (99 %) e o isolado MB-22 exibiu maior identidade com B.
pseudomycoidesNBRC 101232 (97 %) (Tabela 10).
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Tabela 10 - Identificacdo molecular das bactérias amiloliticas selecionadas. As
sequéncias parciais do gene 16S RNAr foram alinhadas com sequéncias disponiveis no
GenBank, utilizando a ferramenta Blastn.

Isolado/ . "
(NGmero de Alinhamento/ (NUmero de Identidade (%)
acesso)
acesso)
AP-14 Bacillus methylotrophicus CBMB 205 99
(MH381819) (NR_116240.1)
AE-2 Bacillus subtilis IAM 12118 99
(MH381820) (NR_112116.2)
MB-1 Bacillus toyonensis BCT-7112 99
(MH381821) (NR_043403.1)
MB-18 Bacillus toyonensis BCT-7112 99
(MH381822) (NR_121761.1)
MB-22 Bacillus pseudomycoides NBRC 101232 97
(MH381823) (NR_113991.1)

As sequéncias parciais do gene 16S RNAr, obtidas com o sequenciamento,
foram depositadas no banco de dados de nucleotideos do GenBank, com 0s seguintes
ndmeros de acesso: MH381819 (B. methylotrophicus AP-14), MH381820 (B.
subtilis AE-2), MH381821 (B. toyonensis MB-1), MH381822 (B. toyonensis MB-18) e
MH381823 (B. pseudomycoides MB-22).

Com a analise da arvore filogenética, os isoladosB. toyonensis MB-1, B.
toyonensis MB-18 e B. pseudomycoides MB-22 foram relacionados como grupos
préximos, enquanto B. subtilis AE-2e B. methylotrophicus AP-14 pertencema um outro
grupo filogenético, também relacionado ao grupo formado pelos outros trés isolados
(Figura 13).
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Figura 13 - Arvore filogenética molecular de bactérias amiloliticas isoladas de amostras
de solo preservado do bioma Cerrado. A arvore foi baseada na sequéncia parcial do
gene 16S RNAr e reconstruida com o programa MEGA 7.0, utilizando o método de
Méxima Verosimilhanca baseado no modelo Kimura 2-parametros. A medida do
comprimento dos ramos indica 0 numero de susbstituicdes por sitio e a confiabilidade
foi avaliada com bootstrap de 1000 repeti¢des. Brevibacillus brevis YNP-1 foi utilizado

como grupo externo. A escala indica o nimero de substitui¢fes por sitio.
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4.3.3 Bactérias xilanoliticas

O alinhamentodas sequéncias parciais do gene 16S RNAr indicou que todos 0s
isolados xilanoliticos pertenciam ao género Bacillus, sendo identificadas quatro
espécies distintas:o isolado AP-6 apresentou maior identidade com B. velezensis FZB
42 (95 %),0 isolado MP-9 com B. toyonensis BCT-7112 (98 %), os isolados ME-1 e
ME-20 exibiram maior identidade com B. thuringiensis NBRC 101235 (ambos com 97
%) e o isolado ME-16 denotou maior identidade com B. pseudomycoidesNBRC 101232
(94 %) (Tabela 11).
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Tabela 11 - Identificacdo molecular das bactérias xilanoliticas selecionadas. As
sequéncias parciais do gene 16S RNAr foram alinhadas com sequéncias disponiveis no
GenBank, utilizando a ferramenta Blastn.

Isoladof Alinhamento/
(NUmero de , Identidade (%0)
(NUmero de acesso)
acesso)
AP-6 Bacillus velezensis FZB 42 95
(MH381834) (NR_075005.2)
MP-9 Bacillus toyonensis BCT-7112 98
(MH381835) (NR_121761.1)
ME-1 Bacillus thuringiensis NBRC 101235 97
(MH381836) (NR_112780.1)
ME-16 Bacillus pseudomycoides NBRC 101232 94
(MH381837) (NR_113991.1)
ME-20 Bacillus thuringiensis NBRC 101235 97
(MH381838) (NR_112780.1)

As sequéncias parciais do gene 16S RNAr, obtidas com o sequenciamento,
foram depositadas no banco de dados de nucleotideos do GenBank, com 0s seguintes
nameros de acesso: MH381834 (B. velezensis AP-6), MH381835 (B. toyonensis MP-9),
MH381836 (B. thuringiensis ME-1), MH381837 (B. pseudomycoidesME-16)
eMH381838 (B. thuringiensis ME-20).

Segundo resultadosda arvore filogenética,os isoladosB. toyonensis MP-9, B.
thuringiensis ME-1 eB. thuringiensis ME-20 foram relacionados a B.
pseudomycoidesME-16, enquanto B. velezensis AP-6 pertence a um grupo menos

relacionado aos demais isolados (Figura 14).
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Figura 14 - Arvore filogenética molecular de bactérias xilanoliticas isoladas de
amostras de solo preservado do bioma Cerrado. A arvore foi baseada na sequéncia
parcial do gene 16S RNAr e reconstruida com o programa MEGA 7.0, utilizando o
método de Maxima Verosimilhanca baseado no modelo Kimura 2-parametros. A
medida do comprimento dos ramos indica 0 numero de susbstituicGes por sitio e a
confiabilidade foi avaliada com bootstrap de 1000 repetigdes. Brevibacillus brevis
YNP-1 foi utilizado como grupo externo. A escala indica o nimero de substituicdes por

sitio.
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4.3.4 Bactérias lipoliticas

A analise das sequéncias parciais do gene 16S RNAr indicou que quatro isolados
pertenciam ao género Bacillus e um ao género Lysinibacillus, sendo todos de espécies
distintas. O isolado AB-2 apontou maior identidade com B. siamensis PD-A10 (97 %),
0 isolado AB-3 com B. methylotrophicus CBMB 205 (99 %), o isolado AP-4 com L.
macroides LMG 18474 (99 %), o isolado MB-7 com B. thuringiensis NBRC 101235
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(99 %) e o isolado MB-4 exibiu maior identidade com B. wiedmannii FSL W8-0169 (99
%) (Tabela 12).

Tabela 12 - Identificacdo molecular das bactérias lipoliticas selecionadas. As
sequéncias parciais do gene 16S RNAr foram alinhadas com sequéncias disponiveis no

GenBank, utilizando a ferramenta Blastn.

Isoladof Alinhamento/
(NUmero de , Identidade (%0)
(NUumero de acesso)
acesso)
AB-2 Bacillus siamensis PD-A10 97
(MH381829) (NR_117274.1)
AB-3 Bacillus methylotrophicus CBMB 205 99
(MH381830) (NR_116240.1)
AP-4 Lysinibacillus macroides LMG 18474 99
(MH381831) (NR_114920.1)
MB-7 Bacillus thuringiensis NBRC 101235 99
(MH381832) (NR_112780.1)
MB-4 Bacillus wiedmannii FSL W8-0169 99
(MH381833) (NR_152692.1)

As sequéncias parciais do gene 16S RNAr, obtidas com o sequenciamento,
foram depositadas no banco de dados de nucleotideos do GenBank, com 0s seguintes
nameros de acesso: MH381829 (B. siamensis AB-2), MH381830 (B. methylotrophicus
AB-3), MH381831 (L. macroides AP-4), MH381832 (B. thuringiensis MB-7) e
MH381833 (B. wiedmannii MB-4).

A reconstrucdo da arvore filogenética evidenciou que B. thuringiensis MB-7 e B.
wiedmannii MB-4 estdo relacionados aL. macroides AP-4, enquanto os isolados B.
siamensis AB-2 e B. methylotrophicus AB-3 estdo relacionados entre si, e constituem

outro grupo proximo ao anterior (Figura 15).
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Figura 15 - Arvore filogenética molecular de bactérias lipoliticas isoladas de amostras
de solo preservado do bioma Cerrado. A arvore foi baseada na sequéncia parcial do
gene 16S RNAr e reconstruida com o programa MEGA 7.0, utilizando o método de
Méxima Verosimilhanca baseado no modelo Kimura 2-parametros. A medida do
comprimento dos ramos indica 0 numero de susbstituicdes por sitio e a confiabilidade
foi avaliada com bootstrap de 1000 repeti¢des. Brevibacillus brevis YNP-1 foi utilizado

como grupo externo. A escala indica o nimero de substitui¢fes por sitio.
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43,5 Analise filogenética dos 20 isolados selecionados como 0s

melhoresprodutores decelulase, amilase, xilanase ou lipase.

Adicionalmente as analises de cada grupo de bactérias produtoras das enzimas
de interesse foi também verificada a relacdo filogenética entre todos os 20 isolados

selecionados para a etapa de identificagdo molecular.

A reconstrucdo da arvore filogenética evidenciou que esses 20isolados estéo
divididos em dois grupos filogenéticos, oriundos de um ancestral comum.B. toyonensis
MP-9, B. toyonensis AB-1, B. toyonensis MB-18, B. toyonensis MB-1, B. thuringiensis
MB-7, B. wiedmannii MB-4, B. thuringiensis ME-1, B. thuringiensis ME-20, B.
pseudomycoides MB-22, B. pseudomycoidesME-16,L. macroides AP-4 e B. drentensis

ME-2 foram relacionados como pertencentes a um grupo (Figura 16).
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Ja os isolados B. subtilis AE-2, B. velezensis AP-6, B. methylotrophicus MP-7,
B. methylotrophicus AP-14, B. siamensis AB-2, B. methylotrophicus AB-3, B. siamensis
AB-9 e B. methylotrophicus MB-3 estéo relacionados como sendo um outro grupo,

préximo ao anterior, confirmando sua relacao filogenetica (Figura 16).

Figura 16 -Arvore filogenética molecular das bactérias produtoras de enzimas de
interesse biotecnoldgico, isoladas de amostras de solo preservado do bioma Cerrado. A
arvore foi baseada na sequéncia parcial do gene 16S RNAr e reconstruida com o
programa MEGA 7.0, utilizando o método de Méaxima Verosimilhanca baseado no
modelo Kimura 2-parametros. A medida do comprimento dos ramos indica 0 himero de
susbstituicdes por sitio e a confiabilidade foi avaliada com bootstrap de 1000
repeticdes. Brevibacillus brevis YNP-1 foi utilizado como grupo externo. A escala

indica o numero de substitui¢Ges por sitio.
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4.4 CAPACIDADE DE PRODUGCAO DE MAIS DE UMA CLASSE DE ENZIMA

PELOS ISOLADOS SELECIONADOS

Para avaliar a capacidade de producdo de outras classes de enzimas além
daquelas inicialmente detectadas nos experimentos anteriores, os 20 isolados
selecionados foram cultivados em meios contendo CMC, amido, xilano ou Tween 80.

Os isolados B. toyonensis AB-1, B. toyonensis MB-18, B. toyonensis MP-9, B.
thuringiensis ME-1, B. pseudomycoidesME-16, B. methylotrophicus AB-3 e B.
wiedmannii MB-4 foram capazes de produzir todas as enzimas de interesse
biotecnoldgico avaliadas, celulases, amilases, xilanases e lipases, sendo evidenciados
halos claros ao redor das col6nias nos quatro meios de cultura distintos (Tabela 13).

Nas condi¢Oes avaliadas, todos os 20 isolados foram capazes de produzir
amilases, 7 isolados ndo produziram xilanases, 8 ndo produziram lipases e a produgéo

de celulases ndo foi observada em 3 dos isolados avaliados (Tabela 13).
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Tabela 13 -Atividade enzimética dos 20 isolados selecionados como melhores
produtores das enzimas de interesse biotecnoldgico avaliadas. Cada isolado foi
cultivado em meio sélido, contendo diferentes substratos para deteccdo de atividade das
enzimas celulases, amilases, xilanases e lipases. Foi considerado resultado positivo a
presenca de zonas claras ao redor das coldnias.

Atividade Substrato contido no meio de cultura
Isolado

inicial CMC Amido Xilano Tween 80
Celuloliticas AB-9

AB-1
MB-3

. S

ME-2

Amiloliticas AP-14
AE-2

MB-1

MB-18

MB-22

Xilanoliticas AP-6
MP-9

ME-1

ME-16

ME-20
Lipoliticas AB-2
AB-3
AP-4

MB-7

MB-4

Legenda: () atifidade enzimatica detectada; () aus' icia de atividade enzimatica.
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4.5 CARACTERIZACAO ENZIMATICA

A influéncia defatores como pH, temperatura e presenca de ions, sobre a reacdo
enziméatica dos melhores produtores selecionados para cada classe de enzimas foi
avaliada. Para tanto, a atividade enzimética foi determinada em valores de pH entre 2 e

12, temperaturas de 10 °C a 80 °C, e adi¢do de quatro diferentes ions.

45.1 Bactérias celuloliticas

O pH exerceu relevante influéncia sobre a atividade das celulases produzidas
pelas bactérias celuloliticas selecionadas. O extrato enzimatico obtido a partir de B.
siamensis AB-9foi mais estavel ao pH, mantendo a atividade celulolitica ao longo de
toda a faixa de pH avaliada(2-12) (p > 0,05) (Figura 17a). As celulases produzidas por
B. toyonensis AB-1 e B. drentensis ME-2 também foram estaveis nos diferentes pHs
avaliados, exceto em pH 4 e 10 para o primeiro, e de 4, 10 e 12 para o segundo, nos

quais ndo foi observada atividade enzimética (Figura 17b, 17e).

B. methylotrophicus MP-7 e B. methylotrophicus MB-3 produziram celulases
com maxima atividade apenas em pH 7 e 8 (p > 0,05); enquanto nos demais valores de
pH a atividade das celulases reduziu significativamente (p < 0,05)(Figura 17c, 17d) e

sua atividade relativa ficou abaixo de 80 % (Anexo).
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Figura 17 - Efeito do pH (2-12) sobre a atividade celulolitica (U/mL) de extratos
enzimaticos obtidos a partir de bactérias celuloliticas isoladas de solo preservado no
bioma cerrado. (A) B. siamensisAB-9; (B) B. toyonensisAB-1; (C) B.
methylotrophicusMP-7; (D) B. methylotrophicusMB-3; (E) B. drentensisME-2. Os
resultados mostram a média de duplicatas bioldgicas e as barras de erro indicam + o
desvio padrdo das médias. Asteriscos indicam diferencas significativas (p < 0,05);
guanto maior o numero de asteriscos, maior a diferenca estatistica em relacdo a méxima

atividade enzimatica.
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A atividade hidrolitica das celulases também variou conforme a temperatura da
reacdo. B. siamensis AB-9 e B. toyonensisAB-1 produziram celulases com catalise
enzimatica em ampla faixa de temperatura, exibindo elevada atividade enziméatica em
todas as temperaturas analisadas (10-80 °C) (p > 0,05) (Figura 18a, 18b). O extrato
enzimatico obtido a partir de B. methylotrophicusMP-7 apresentou maior atividade
celulolitica nas temperaturas de 10-30 °C e 60-70 °C (p > 0,05) (Figura 18c), enquanto
para B. methylotrophicus MB-3 maxima atividade celulolitica foi obtida na faixa de 20 a
70 °C (p > 0,05) (Figura 18d). Além disso, a atividade relativa das demais temperaturas,

para ambos isolados B. methylotrophicus, permaneceu abaixo de 62 % (Anexo).

Ja as celulases produzidas por B. drentensis ME-2 foram as mais influenciadas
pela temperatura: maior atividade enzimatica foi observada a 30 e 60 °C (p > 0,05),
enquanto nas demais temperaturas foram observadas reducdes significativas nessa

atividade (p < 0,05)(Figura 18e), sendo a atividade relativa inferior a 75 % (Anexo).

A presenca de ions ndo influenciou a atividade celulolitica dos extratos
enzimaticos obtidos a partir das bactérias com comprovada atividade celulolitica (p >
0,05) (Figura 19).
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Figura 18 - Efeito da temperatura (10-80 °C) sobre a atividade celulolitica (U/mL) de
extratos enzimaticos obtidos a partir de bactérias celuloliticas isoladas de solo
preservado no bioma cerrado. (A) B. siamensisAB-9; (B) B. toyonensisAB-1; (C) B.
methylotrophicusMP-7; (D) B. methylotrophicusMB-3; (E) B. drentensisME-2. Os
resultados mostram a média de duplicatas bioldgicas e as barras de erro indicam + o
desvio padrdo das médias. Asteriscos indicam diferencas significativas (p < 0,05);
guanto maior o numero de asteriscos, maior a diferenca estatistica em relagcdo a maxima

atividade enzimatica.
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Figura 19 -Efeito de fons metalicos (Ca?*, Mg?*, Na* e Fe?*; 5 mM) sobre a atividade
celulolitica (U/mL) de extratos enzimaticos obtidos a partir de bactérias celuloliticas
isoladas de solo preservado no bioma cerrado. (A) B. siamensisAB-9; (B) B.
toyonensisAB-1; (C) B. methylotrophicusMP-7; (D) B. methylotrophicusMB-3; (E) B.
drentensisME-2. Os resultados mostram a média de duplicatas biologicas e as barras de
erro indicam + o desvio padrdo das médias. Asteriscos indicam diferencas significativas
(p < 0,05); quanto maior o numero de asteriscos, maior a diferenca estatistica em

relacdo a maxima atividade enzimatica.
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45.2 Bactérias amiloliticas

O pH da reacdo influenciou de forma similar as amilases produzidas pela
maioria dos isolados amiloliticos avaliados. B. methylotrophicus AP-14produziu
amilases com maior atividade em todos os valores de pH de 2 a 12 (p > 0,05) (Figura
20a). Ja amilases obtidas a partir de B. subtilis AE-2, B. toyonensis MB-18 e B.
pseudomycoides MB-22 também foram estaveis nos pHs avaliados, exceto em pH2, 4 e
12 para o primeiro, 2 para o segundo e 2, 4, 10 e 12 para o terceiro isolado, nos quais

ndo foi constatada atividade enzimatica (Figura 20b, 20d, 20e).

Ja as amilases produzidas por B. toyonensis MB-1 apresentaram maxima
atividade em pH 6 até 10 (p > 0,05). Para esse isolado, valores extremos de pH (2, 4 e
12)inibiram totalmente a atividade enzimatica(p < 0,05) (Figura 20c) resultando em 0 %

de atividade relativa (Anexo).
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Figura 20 - Efeito do pH (2-12) sobre a atividade amilolitica (U/mL) de extratos
enzimaticos obtidos a partir de bactérias amiloliticas isoladas de solo preservado no
bioma cerrado. (A) B. methylotrophicus AP-14; (B) B. subtilis AE-2; (C) B. toyonensis
MB-1; (D) B. toyonensis MB-18; (E) B. pseudomycoides MB-22. Os resultados
mostram a média de duplicatas bioldgicas e as barras de erro indicam + o desvio padrao
das médias. Asteriscos indicam diferencgas significativas (p < 0,05); quanto maior o

nimero de asteriscos, maior a diferenca estatistica em relacdo & maxima atividade

enzimatica

A 31 B 251
£ £
2 2
2 2,0 T
© ©
P °
< S 15
£ £
= =
=t 1= 1.0+
w w
<D 1 G.)
° °
] © 0.5
2 2
2 2
Z 0- Z 0.0

2 4 2 4 6 7 8 10 12
pH pH

w
1
W)
w
1

Atividade Enzim atica (U/mL)
o = N
'l L
bt
b
bt
b
- P
. R
Atividade Enzim atica (U/mL)
o - N
L L L

~
©
=
o
-
N
N}
I
o
~
©
=
o
P
N

0.8 1

Atividade Enzim atica (U/mL)
o o o o
o N} IS o
L L L
- —

2 4 6 7 8 10 12



59

A temperatura exerceu importante influéncia sobre a atividade amilolitica dos
extratos enzimaticos. Os extratos obtidos a partir de B. methylotrophicus AP-14, B.
subtilis AE-2 e B. toyonensis MB-18 obtiveram maxima atividade enzimatica em
temperaturas de 50 e 60 °C (p > 0,05) (Figura 21a, 21b, 21d), com atividade relativa
superior a 65 %. As amilases produzidas por B. toyonensis MB-1 apresentaram maior
atividade hidrolitica na faixa de temperatura de 40 & 70 °C (p > 0,05) (Figura 21c). Para
esses quatro isolados, nas demais temperaturas avaliadas, a atividade das amilases foi

reduzida (p < 0,05), apresentando atividade relativa abaixo de 16 % (Anexo).

O extrato enzimatico obtido a partir de B. pseudomycoides MB-22 foi o que
sofreu maior influéncia da temperatura durante a reacdo: maior atividade enzimatica foi
observada a 60 °C (p > 0,05)(Figura 21e), sendo a atividade relativa inferior a 21% em

todas as demais temperaturas avaliadas (Anexo).

Em relacdo a presenca de ions metalicos, nenhum dos extratos amiloliticos

sofreu influéncia em sua atividade enzimatica(p > 0,05) (Figura 22).
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Figura 21 - Efeito da temperatura (10-80 °C) sobre a atividade amilolitica (U/mL) de
extratos enzimaticos obtidos a partir de bactérias amiloliticas isoladas de solo
preservado no bioma cerrado. (A) B. methylotrophicus AP-14; (B) B. subtilis AE-2; (C)
B. toyonensis MB-1; (D) B. toyonensis MB-18; (E) B. pseudomycoides MB-22. Os
resultados mostram a média de duplicatas bioldgicas e as barras de erro indicam + o
desvio padrdo das médias. Asteriscos indicam diferencas significativas (p < 0,05);
guanto maior o numero de asteriscos, maior a diferenca estatistica em relagcdo a maxima

atividade enzimatica.
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Figura 22 - Efeito de ions metalicos (Ca?*, Mg?*, Na" e Fe?*; 5 mM) sobre a atividade
amilolitica (U/mL) de extratos enziméticos obtidos a partir de bactérias amiloliticas
isoladas de solo preservado no bioma cerrado. (A) B. methylotrophicus AP-14; (B) B.
subtilis AE-2; (C) B. toyonensis MB-1; (D) B. toyonensis MB-18; (E) B.
pseudomycoides MB-22. Os resultados mostram a média de duplicatas biologicas e as
barras de erro indicam + o desvio padrdo das médias. Asteriscos indicam diferencas
significativas (p < 0,05); quanto maior o numero de asteriscos, maior a diferenca

estatistica em relacdo a maxima atividade enzimatica.
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45.3 Bactérias xilanoliticas

O pH e a temperatura da reacdo ndo afetarama atividade das enzimas
xilanoliticas. Os extratos enzimaticos obtidos a partir dos cinco isolados xilanoliticos
foram estaveis as variacbes de pH e temperatura, apresentando maxima atividade
enzimética em todos os valores de pH avaliados (2-12) (p > 0,05) (Figura 23) assim
como de temperatura (10-80 °C) (Figura 24).

A maioria dos extratos obtidos a partir dos isolados xilanoliticos ndo foi
influenciada pela presenca de ions na reacdo enzimatica, exceto o extrato obtido a partir
de B. toyonensis MP-9, cuja atividade xilanolitica foi aumentada na presenca de Fe?* (p
< 0,05) (Figura 25b), sendo a atividade relativa de 105% (Anexo).
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Figura 23 - Efeito do pH (2-12) sobre a atividade xilanolitica (U/mL) de extratos
enzimaticos obtidos a partir de bactérias xilanoliticas isoladas de solo preservado no
bioma cerrado. (A) B. velezensis AP-6; (B) B. toyonensis MP-9; (C) B. thuringiensis
ME-1; (D) B. pseudomycoides ME-16; (E) B. thuringiensis ME-20. Os resultados
mostram a média de duplicatas bioldgicas e as barras de erro indicam + o desvio padrao
das médias. Asteriscos indicam diferencas significativas (p < 0,05); quanto maior o

namero de asteriscos, maior a diferenca estatistica em relacdo a méxima atividade

enzimatica.

A 201 B 1201

E E

2 2

© 15 © 1.5

° s

= ﬁ

£ £

< 104 = 1.0

f= =4

w w

[0 [

o 5+ © 0.51

[ ©

b T

2 2

< o- < 0.0- T T T

2 4 6 7 8 10 12 2 4 6 7 8 10 12

c T 251 D O 201

E E

> =)

=204 =

© © 154

° o

& 1.5 ©

£ £

N -|- N 101

c -

510 by

()

3 T °

© 0.5+ ©

_'E e}

.l o

Z0.0- T T T < oA T . .

2 4 6 7 8 10 12 2 4 6 7 8 10 12

E 251

201

Atividade Enzim atica (U/mL)
= =
o (4] o (4]
1 1 1 1
. —
. —
—

pH



64

Figura 24 - Efeito da temperatura (10-80 °C) sobre a atividade xilanolitica (U/mL) de
extratos enzimaticos obtidos a partir de bactérias xilanoliticas isoladas de solo
preservado no bioma cerrado. (A) B. velezensis AP-6; (B) B. toyonensis MP-9; (C) B.
thuringiensis ME-1; (D) B. pseudomycoides ME-16; (E) B. thuringiensis ME-20. Os
resultados mostram a média de duplicatas bioldgicas e as barras de erro indicam + o
desvio padrdo das médias. Asteriscos indicam diferencas significativas (p < 0,05);
guanto maior o numero de asteriscos, maior a diferenca estatistica em relacdo a méxima

atividade enzimatica.
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Figura 25 - Efeito de fons metalicos (Ca?*, Mg?*, Na" e Fe?*; 5 mM) sobre a atividade
xilanolitica (U/mL) de extratos enzimaticos obtidos a partir de bactérias xilanoliticas
isoladas de solo preservado no bioma cerrado. (A) B. velezensis AP-6; (B) B. toyonensis
MP-9; (C) B. thuringiensis ME-1; (D) B. pseudomycoides ME-16; (E) B. thuringiensis
ME-20. Os resultados mostram a media de duplicatas biologicas e as barras de erro
indicam £ o desvio padrdo das médias. Asteriscos indicam diferencas significativas (p <
0,05); quanto maior o nimero de asteriscos, maior a diferenca estatistica em relagédo a

maxima atividade enzimatica.
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4.5.4 Bactérias lipoliticas

As atividades hidroliticas de lipases obtidas a partir dos isolados lipoliticos
selecionados ndo foram alteradas independente do pH (2-12) (Figura 26), da

temperatura (10-80 °C) (Figura 27) ouda presenca de ions metais (Figura 28) (p > 0,05).
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Figura 26 - Efeito do pH (2-12) sobre a atividade lipolitica (U/mL) de extratos
enziméticos obtidos a partir de bactérias lipoliticas isoladas de solo preservado no
bioma cerrado. (A) B. siamensis AB-2; (B) B. methylotrophicus AB-3; (C) L. macroides
AP-4; (D) B. thuringiensis MB-7; (E) B. wiedmannii MB-4. Os resultados mostram a
média de duplicatas biologicas e as barras de erro indicam = o desvio padrdo das
médias. Asteriscos indicam diferencas significativas (p < 0,05); quanto maior 0 nimero

de asteriscos, maior a diferenca estatistica em relagdo a maxima atividade enzimatica.
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Figura 27 - Efeito da temperatura (10-80 °C) sobre a atividade lipolitica (U/mL) de
extratos enzimaticos obtidos a partir de bactérias lipoliticas isoladas de solo preservado
no bioma cerrado.(A) B. siamensis AB-2; (B) B. methylotrophicus AB-3; (C) L.
macroides AP-4; (D) B. thuringiensis MB-7; (E) B. wiedmannii MB-4. Os resultados
mostram a média de duplicatas bioldgicas e as barras de erro indicam + o desvio padrao
das médias. Asteriscos indicam diferencas significativas (p < 0,05); quanto maior o
namero de asteriscos, maior a diferenca estatistica em relacdo a méxima atividade

enzimatica.
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Figura 28 - Efeito de ions metalicos (Ca?*, Mg?*, Na" e Fe?*; 5 mM) sobre a atividade
lipolitica (U/mL) de extratos enzimaticos obtidos a partir de bactérias lipoliticas
isoladas de solo preservado no bioma cerrado. (A) B. siamensis AB-2; (B) B.
methylotrophicus AB-3; (C) L. macroides AP-4; (D) B. thuringiensis MB-7; (E) B.
wiedmannii MB-4. Os resultados mostram a média de duplicatas biologicas e as barras
de erro indicam + o desvio padrdo das médias. Asteriscos indicam diferencas
significativas (p < 0,05); quanto maior o numero de asteriscos, maior a diferenca

estatistica em relacdo a maxima atividade enzimatica.
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5 DISCUSSAO

A bioprospeccdo é uma importante ferramenta para explorar a biodiversidade
brasileira de forma sustentavel, levando ao desenvolvimento econémico do pais.
Inimeros microrganismos tém sido isolados de diversos ambientes a fim de se obter
uma producao de compostos bioativos em larga escala, como as enzimas. O aumento da
demanda do pais por enzimas, aliado a necessidade da utilizacdo de recursos nacionais

tém incentivado a busca por microrganismos produtores de enzimas.

Apesar dos avangos nas pesquisas sobre a composicdo e dinamica dos
ecossistemas, pouco se sabe sobre os microrganismos que habitam o cerrado brasileiro.
Tal conhecimento é fundamental, visto que bactérias e fungos sdo essenciais para a
manutencdo desse bioma e exibem grande potencial industrial para producdo de

compostos bioativos, incluindo enzimas.

Alguns microrganismos isolados a partir do Cerrado brasileiro ja foram
reportados como capazes de produzir enzimas, como celulases e xilanases (Nascimento
RP et al., 2002; Prado HFA et al., 2010), amilases (dos Santos ER et al., 2012) e lipases
(Goldbeck R, Filho FM, 2013) de interesse industrial.

No presente estudo, foi realizado o isolamento de bactérias a partir de amostras
de solo coletadas em regides de mata preservada no bioma Cerrado, em Uberaba,
MG. No total, 376 bactérias foram recuperadas a partir do cultivo em meios contendo
quatro diferentes substratos, CMC, amido, xilano e tween 80. Ap6s subcultivo nesses
mesmos meios, a atividade enzimatica foi confirmada, mediante visualizacdo de zonas
de hidrélise ao redor das col6nias, para 85 isolados, sendo 14 isolados produtores de

celulase, 25 de amilase, 20 de xilanase e 26 isolados produtores de lipase.

Apds esse screening, as bactérias com maior EI foram analisadas quanto ao seu
perfil de crescimento e producdo enzimatica ao longo de 96 h. Em condicdode
crescimento com disponibilidade de nutrientes, especificas enzimas bacterianas séo
produzidas em grandes quantidades durante a fase exponencial para degradar
determinadas fontes de carbono presentes no meio de cultura e utiliza-las como fonte de
energia para multiplicagéo celular (Madar D et al., 2013). Por esse motivo é essencial a

determinacéo do periodo de crescimento bacteriano em que a enzima é produzida.
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Os isolados obtidos nesse estudo atingiram a fase estacionaria de crescimento
em diferentes tempos de incubacdo. Apesar da atividade celulolitica ter sido detectada ja
nas primeiras 24 h de crescimento, todos os isolados celuloliticos (n=10) atingiram a
fase estacionaria entre 72 h e 96 h de crescimento. Tiwari R et al. (2017) e Ye M et al.
(2017) reportaram perfis de crescimento semelhantes para linhagens de B. subtilis e
Bacillus amyloliquefaciens, respectivamente, que exibiram maxima producdo de

celulases ap6s 72 h de cultivo.

No presente trabalho,B. siamensisAB-9 foi o isolado que apresentou maior
producdo de celulases (5,0 U/mL), apds 72h tempo de incubacao. Resultado semelhante
foi constatado por Paudel YP e Qin W (2015) com a linhagem de Bacillus sp. K1, que
atingiu a maior produgdo de CMCase (5,21 U/mL) concomitantemente com a entrada na
fase estacionéria, ap6s 72 h.

Contudo, tal perfil de crescimento e produgdo enziméatica podem variar de
acordo com a espécie e as condicGes de cultivo. J& foram reportados diferentes periodos
de incubacdo para obtencdo de melhor atividade celulolitica, como 144 h para
Geobacillus (Potprommanee L et al., 2017), 60 h para Paenibacillus (Liang Y-L et al.,
2014), e 48 h e 60 h para 0 mesmo isolado de Bacillus sp. quando incubado na presenca
ou auséncia de agitacdo (Goyal V et al., 2014).

Em relagéo aos isolados selecionados como melhores produtores de amilases, o
crescimento celular e a producdo da enzima ocorreram principalmente entre 48 e 72 h.
Em concordancia com tais resultados, um periodo de incubacdo de aproximadamente
48h foi relatado por outros autores, como sendo o melhor para atingir maxima
densidade celular e méxima producdo de amilases por B. subtilis (Almalki MA, 2018),
B. amyloliquefaciens e Lactobacillus fermentum (Fossi BT et al., 2014), bem como 72 h
para Bacillus sp. (Saxena R, Singh R, 2011). Por outro lado, outros intervalos 6timos
para producdo de tais enzimas também ja foram observados, como 24 h para B. subtilis
BI19 (Dash BK, Rahman MM, Sarker PK, 2015) e Anoxybacillus sp. AH1 (Acer Oet
al.,, 2016), e 120 h para uma amilase dePyrococcus furiosus expressa emB.

amyloliguefaciens (Wang P et al., 2016).

No presente trabalho, B. methylotrophicusAP-14 (2,506 U/mL), B. subtilis AE-2
(2,452 U/mL) eB. toyonensisMB-18 (2,443 U/mL) foram os isolados identificados
como os melhores produtores de amilase apds 48 h de crescimento. Similar producéo de
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amilases foi reportada para Pseudomonas stutzeri (2,49 U/mL), apos 25 h de cultivo
(Dutta P, Deb A, Majumdar S, 2016), e por B. licheniformis (2,59 U/mL), apds
incubacgéo de 72 h (Divakaran D, Chandran A, Chandran RP, 2011).

Para a maioria das linhagens xilanoliticas (n=11) a fase estacionaria foi atingida
entre 48 h e 72 h de incubacéo e a atividade enzimatica apresentou pequena variacao ao
longo do crescimento bacteriano. Idéntico padrdo foi observado para B.
amyloliquefaciens SK-3, no qual 48 h foi o ponto de maxima densidade celular assim
como de atividade enzimatica (Kumar S et al., 2017). Bacillus oceanisediminis SJ3,
também isolado de solo, manteve altas taxas enzimaticas de 48 h até 72 h (Boucherba N
et al., 2017). Contudo, distintos tempos de incubacdo tém sido reportados para a
maxima producdo de xilanases: 24 h para Geobacillus stearothermophilus KIBGE-1B29
(Bibi Z et al., 2014), 56 h para Bacillus pumilus VLK-1 (Kumar L et al., 2014), 96 h
para Arthrobacter sp.MTCC 6915 (Murugan S et al., 2011) e Bacillus mojavensis
AG137 (Sepahy AA, Ghazi S, Sepahy MA, 2011).

No presente trabalho, B. velezensisAP-6 e B. toyonensisMP-9, apresentaram
elevada atividade xilanolitica apds 48 h de crescimento a 37 °C, sendo obtido 5,093
U/mL e 5,028 U/mL, respectivamente. Quantificacdo enziméatica semelhante foi
reportada para Bacillus circulans D1 ap6s 48 h de crescimento (4,17 U/mL), em meio
contendo birchwood xylan, mesmo substrato utilizado nesse estudo (Bocchini DA,
Gomes E, Da Silva R, 2008).

Os isolados produtores de lipases atingiram a maior densidade éptica ap6s 96 h
de incubagéo, embora uma reducgéo expressiva no didmetro das zonas de precipitacdo de
sais ao redor dos pocos tenha sido observada nesse ponto da curva de crescimento. Por
esse motivo, incubacdo de 72h foi escolhida para a quantificacdo de lipases produzidas
pelos isolados selecionados. Outros trabalhos também ja relataram 72 h de cultivo como
Otimo para a producédo de lipases por bactérias isoladas do solo (Willerding AL et al.,
2011; Sahoo RK, Subudhi E, Kumar M, 2014; Koc M, Cokmus C, Cihan AC, 2015).

A maxima producdo de lipases extracelulares varia conforme a linhagem e
circunstancias de cultivo, como temperatura, pH e substrato. Ja foram reportados
tempos de incubacédo de 48 h para Geobacillus thermoleovorans DA2 (Fotouh DMA,
Bayoumi RA, Hassan MA, 2016), 96 h para B. pumilus (Saranya P et al., 2014) e 14 h

para um isolado do género Bacillus (Rabbani M et al., 2013).
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A producdo de lipases pelos isolados selecionados variou de 0,718 a 10,064
U/mL. Bisht SS e Panda AA (2011) evidenciaram producao intermediaria de lipases,
com 36 h de cultivo para Porphyrobacter sp AK-P3 (5,5 U/mL), Acinetobacter sp AK-
P1 (4,5 U/mL) e Brevibacillus spp AK-P2 (3,5 U/mL).

A composicdo microbiana do solo é altamente diversificada e muitas das
bactérias cultivaveis, isoladas a partir desse ecossistema, pertencem aos géneros
Clostridium, Corynebacterium e Vibrio (Rahman SS, Siddique R, Tabassum N, 2017),
Streptomyces, Rhizobium, Bacillus, Paenibacillus, Achromobacter, Variovorax e
Stenotrophomonas (Bravo D et al., 2015), Sphingobacterium, Acinetobacter,

Enterobacter e Microbacterium (Lian J et al., 2016).

A identificacdo molecular dos 20 isolados selecionados como os melhores
produtores das enzimas de interesse avaliadas nesse estudo mostrou que apenas um
isolado pertence ao género Lysinibacillus, sendo os demais pertencentes ao género
Bacillus. Esses dois géneros tém sido reportados em diferentes trabalhos que isolaram
bactérias do solo (Vilain S et al, 2006; Chikerema SM et al., 2012; Townsley L et al.,
2016; Rabha M et al., 2017; Oh H et al.,, 2017; Kong D et al., 2014; Gallegos-
Monterrosa R et al., 2016; Sun JQ, Xu L, Wu XL, 2017).

Dos 20 isolados, 10 espécies distintas foram identificadas, compreendendo B.
siamensis, B. toyonensis, B. methylotrophicus, B. pseudomycoides,B. thuringiensis,B.
drentensis, B. subtilis, B. velezensis, L. macroides e B. wiedmannii. Dentre essas
bactérias, a producdo de celulases ja foi bem descrita paraB. siamensis (Meidong R et
al., 2017), lipases, celulases a amilases para B. toyonensis(Tallur PN et al., 2016) e
amilases paraB. subtilis (Rabbani M et al., 2011). Adicionalmente, B. methylotrophicus
ja foi reportado como produtor de amilase e celulase (Xie F et al., 2014), bem como de
lipase (Sharma P et al., 2017), e B. velezensis como produtor de xilanase (Chen L et al.,
2018).

A maioria dos isolados identificados foram capazes de produzir mais de uma
classe de enzimas extracelulares, destacando-se os isolados B. toyonensis AB-1, B.
toyonensis MB-18, B. toyonensis MP-9, B. thuringiensis ME-1, B. pseudomycoides ME-
16, B. methylotrophicus AB-3 e B. wiedmannii MB-4, que foram capazes de produzir

todas as quatro enzimas avaliadas neste trabalho.
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Essa pluralidade na capacidade de producéo de enzimas reflete uma adaptacéo a
variacdo do ambiente, fato esse que amplia o potencial biotecnoldgico dos isolados
obtidos neste trabalho. Outras linhagens isoladas de solo também j& foram descritas
como produtoras de mais de um tipo de enzima, demonstrando a versatibiladade
metabolica das bactérias que habitam esse ambiente (Pohlon E, Fandino AO, Marxsen J,
2013; Alves PDD et al., 2014; Woo HL et al., 2014; Lopez-Mondéjar R et al., 2016).

Diversos fatores fisico-quimicos podem induzir ou inibir a atividade enzimética
em bactérias. Portanto, € fundamental caracterizar as enzimas quanto ao pH,
temperatura e influéncia da presenca de cofatores na reacdo, visando otimizar sua
atividade catalitica. Maxima atividade celulolitica em pH neutro foi descrita para B.
methylotrophicus S2 (pH 7,5, a 55 °C) (Niu Q et al., 2016) e B. thuringiensis (pH 8, a
60 °C) (Awasthi MK et al., 2018), corroborando com os resultados obtidos no presente

trabalho para B. methylotrophicusMP-7 e B. methylotrophicusMB-3 (pH 7 e 8).

Entretanto, celulases bacterianas com méxima atuacdo em pHs &cidos ja foram
descritas, como pH 5,5 para B. subtilis BY-3 (Meng F et al., 2014) e pH 4 para Bacillus
sonorensis HSC7 (Azadian F et al., 2017). Celulases de natureza alcalinofilica também
ja foram descritas, como aquelas produzidas por Clostridium thermocellum Z-7026 (pH
6timo de 9) (Zvereva EA et al., 2006) e Bacillus sp. KSM-N252 (pH 6timo de10) (Endo
Ketal., 2001).

Algumas celulases podem ser mais versateis, mantendo elevada atividade
hidrolitica em diversos valores de pH. Tal condicdo foi observada para B. siamensis
AB-9,que produziu celulases estiveis na faixa de pH de 2 até 12. Caracteristica
semelhante foi observada por Wang F e colaboradores (2009), que reportaram uma

celulase com atividade elevada em valores de pH que variaram de 4 a 9.

Com excecdo das celulasse produzidas por B. drentensis ME-2, as demais
linhagens celuloliticas apresentaram elevada atividade enzimatica em diversas
temperaturas.Todos os isolados celuloliticos analisados exibiram maxima atividade
enzimética a 60 °C.Muitas celulases s&o descritas na literatura com atividade otima a
50-60 °C, como aquelas produzidas por B. amyloliquefaciens AK9 (Irfan M et al., 2017)
e B. subtilis BS-5 (Wu B et al., 2018). Entretanto, temperatura 6tima mais elevada ja foi
descrita, como 75 °C em celulases de Bacillus sp. (Rastogi G et al., 2010), bem como

temperatura 6tima mais baixa, como 37 °C em Pseudomonas (Romano N et al., 2013).
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Nenhum dos ions metélicos avaliados nesse estudo exerceu influéncia
significativa sobre a atividade das celulases. Zarafeta D et al. (2016) reportou similar
resultado para atividade de CMCase de Thermoanaerobacterium sp. GH5, na qual os
fons Ca?*, Mg?* e Na* ndo influenciaram a atividade enzimatica, enquanto o ion

Fe?* foi capaz de inibir a atividade enzimatica.

Como a necessidade de cofatores para a atividade enzimatica varia conforme
a enzima, 0 mesmo ion pode atuar de maneiras opostas na reacdo. Existem relatos
de celulases que sdo metaloenzimas e dependem de fons, como Ca?*, Fe**, Mn?* e
Co?* (Cheng J et al., 2016); outras celulases podem ser inibidas por Ca?*, Mn?* e Co?*
(Huang S et al., 2015); ou mesmo se mostrarem indiferentes quanto a presenca de
metais, como K, Zn?*, Mg?* e Na* (Asha BM et al., 2012).

Neste trabalho,apenas o isolado B. methylotrophicus AP-14 apresentou maxima
atividade ao longo de toda a faixa de pH analisada (2-12), mostrando que as amilases
produzidas possuem maior versatilidade de atuacdo em diferentes valores de pHs. J& os
demais isolados amiloliticos mostraram alta atividade em valores de pH neutroa basico.
Resultados semelhantes foram reportados para bactérias do género Bacillus, com maior
atividade em pH 6-8 (Xie F et al., 2014), pH 7 (David S et al., 2017) e pH 10 (Pinjari
AB e Kotari V, 2018). Essa elevada atividade em pH alcalino é uma particularidade
ideal para a utilizacdo de tais enzimas na industria de detergentes, onde alguns

processos ocorrem exatamente em pHs alcalinos (Souza PM, Magalhaes PO, 2010)

Com relacdo a temperatura, 0s extratos enzimaticos obtidos as partir de B.
methylotrophicus AP-14, B. subtilis AE-2 e B. toyonensis MB-18 apresentaram elevada
atividade em temperatura de 50-60 °C, enquanto atividade étima a 60 °C foi observada
para amilases produzidas por B. pseudomycoides MB-22. Outras amilases com atuacao
eficiente nessa faixa de temperatura ja foram descritas para B. subtilis KIBGE HAS
(Bano S et al., 2011) e para Bacillus sp. BCC 01-50 (Simair AA et al., 2017).

B. toyonensis MB-1 apresentou maxima atividade amilolitica na faixa de 40-70
°C, valores dentro da faixa de temperatura em que ocorrem 0s processos na industria de
papel (45-60 °C), propiciando a aplicacdo das amilases produzidas por esse isolado
nesse setor industrial (Gupta R et al., 2003).
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Embora a maior parte das enzimas que hidrolisam o amido sejam metaloenzimas
e necessitem de cofatores, como Ca?" (Sivaramakrisshman S et al., 2006), nenhum dos
cinco isolados amiloliticos mostraram aumento de sua atividade na presenga dos ions.
Lu M e colaboradores (2010) relataram inibicdo de amilases produzidas por
Pseudoalteromonas arctica GS230 na presenca de Fe**, Zn?* e Cu?*, e aumento da
atividade amilolitica na presenca de Mn?*, Na* e Ca?". Essa variagcdo também foi
observada para amilase produzida por B. amyloliquefaciens P-001, cuja atividade foi
induzida na presenca de Ca?*, inibida por Mn?*, Zn?* e Cu?*, e inalterada na presenca de
Mg?* e Fe?* (Deb P et al., 2013).

Todos os cindo isolados xilanoliticos selecionados nesse trabalho demonstraram
elevada atividade hidrolitica ao longo da faixa de pH (2-12) e temperatura (10-80 °C)
avaliadas, caracteristica desejavel para aplicacdo de tal enzima em diversos setores
industriais. Ja foram descritas enzimas que atuam em pH neutropara bactérias do género
Bacillus, que atuaram com maxima atividade em pH 6-7, a 55 °C (Yoon KH, 2009;
Ammoneh H et al., 2014).

Xilanases com pH ideal basico entre 6 e 8 foram relatadas para Bacillus
tequilensis BT21 (Khandeparker R, Parab P, Amberkar U, 2017), entre pH 7 e 9 para B.
amyloliquefaciens SK-3 (Kumar S et al., 2017), 8-10 para Bacillus sp. (Kumar PS,
Yaashikaa PR, Saravanan A, 2018) e 6-10 para Bacillus arseniciselenatis DSM 15340
(Kamble RD, Jadhav AR, 2012).Assim como observado para as xilanases produzidas
pelos isolados desse trabalho, Raj A e colaboradores (2013) reportaram uma espécie do
género Providencia sp. X1, capaz de produzir xilanase extracelular com atuacao tanto
em pH &cido quanto basico(faixa de pH de 4 a 11).

Os cinco isolados produtores de xilanases apresentaram atividade semelhante ao
longo de uma ampla faixa de temperatura, indicando versatilidade de acdo catalitica.
Ghio S e colaboradores (2016) reportaram a mesma caracteristica para xilanases
produzidas por Paenibacillus sp. A59, que mantiveram mais de 80 % de atividade nas
temperaturas de 40 a 70 °C. Atividade de 80 % em temperatura de 35 a 60 °C também
foi relatada para xilanase produzida por B. mojavensis AG137 (Sepahy AA, Ghazi S,
Sepahy MA, 2011).

Os ions metalicos exerceram pouca influéncia sobre a atividade xilanolitica dos

extratos obtidos no presente trabalho. Apenas o ion Fe?* aumentou a atividade catalitica
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de B. toyonensis MP-9. Resultado similar foi reportado por Sanjivkumar M e
colaboradores (2017) para uma xilanase produzida por Streptomyces, cuja presenca de
Ca?* e Fe**, bem como de Co?*, Mn?* e Hg?" aumentaram sua atividade hidrolitica.
Todavia, a presenca de ions pode ndo influenciar a atividade de xilanases, como
observado para Paenibacillus macquariensis RC 1819, com os jons Ca?* e Fe?* (Sharma
M, Mehta S, Kumar A, 2013); ou pode ainda inibir sua atividade, como observado para
Bacillus sp., com Hg?*, Cu?*, Fe** (Yin LJ et al., 2010) e com Mn?*, Hg?*, Cu?*, Fe?
(Prakash P et al., 2012).

A caracterizacdo de lipases produzidas pelos isolados obtidos neste trabalho
evidenciou que tais enzimas atuam tanto em pH acido como basico. Entretanto, lipases
bacterianas, geralmente, possuem atividade em pH de neutro a basico, como reportado
em outros trabalhos, como pH 6-8 (Wang Q et al., 2012), pH 7-8 (Privé F et al., 2015),
pH 9 (Arifin AR et al., 2013) e pH 10,5 (Meilleur C et al., 2009).

Os cinco isolados lipoliticos apresentaram atividade enzimatica ideal em toda a
faixa de temperatura avaliada (10-80 °C), mostrando versatilidade de atuacdo tanto em
temperaturas altas quanto baixas. Noormohamadi R e colaboradores(2013) e Yamada C
e colaboradores(2017) demonstraram elevada atividade a 60 °C para lipases produzidas
por Pseudomonas sp. e Bacillus thermoamylovorans NB501, respectivamente. Todavia,
atividade hidrolitica em baixas temperaturas também ja foiobservada para lipases
produzidas por diversos microrganismos psicrofilos, como Bacillus sphaericus MTCC
7526, que apresentou acdo lipolitica acima de 80 % nas temperaturas de 5 a 35 °C
(Joseph B e Ramteke PW, 2013).

Os cations adicionados a reacdo enzimatica ndo influenciaram a atividade
enzimatica de nenhum dos isolados lipoliticos. Sharma P e colaboradores (2017)
relataram efeito similar para lipases sintetizadas por B. methylotrophicus PS3, em que a
presenca de Ca®" e Mg®" ndo influenciaram a atividade hidrolitica, enquanto Fe?*

diminuiu essa atividade.

Diferentes influéncias de ions sobre lipases ja foram descritas para bactérias do
género Bacillus, incluindo aumento de atividade na presenca de Mn?*, Fe?* e Mg?*, e
inibicdo da atividade lipolitica por Cu?*, Na* e Co?*(Ghori MI, Igbal MJ, Hameed A,
2011). Lipases produzidas por Enterobacter sp. foram induzidas na presenca de Ca?",
Mg?* e K", e inibidas por Fe?* e Zn?*(Farrokh P, Yakhchali B, Karkhane AA, 2014).
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Atividade lipolitica aumentada com a adicdo de Ca®* e Ba®" e reduzida na presenca de
Cu?*, Zn?** e Fe?* foi reportada para P. fluorescens Pf0-1 (Liu W, Li M, Yan Y, 2017).
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6 CONCLUSAO

As linhagens de Bacillus e Lysinibacillus isoladas a partir de amostras de solo do
bioma Cerrado, em Uberaba, MG, foram capazes de produzir celulases, amilases,

xilanases ou lipases extracelulares, com alta atividade hidrolitica.

As enzimas produzidas por tais isolados apresentaram grande diversidade em
relacdo a influéncia do pH, temperatura e presenca de ions metais na reacao: algumas
enzimas alcancaram maxima atividade em pH neutro, basico ou acido, a maioria foi
versatil em relacdo as variacGes de temperatura e ndo sofreu influéncia pela presenca de

ions metais na reacao.

Esse trabalho reforca a diversidade bacteriana existente em amostras de solo,
sendo o primeiro a descrever o isolamento e caracterizacdo de bactérias produtoras de
enzimas de interesse industrial a partir da exploracdo da biodiversidade existente em

solos de mata preservada no Cerrado brasileiro da regido do Triangulo Mineiro.
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Highlights:

e 32 bacterial strains with proteolytic activity were isolated from soil samples

from preserved environments in the Cerrado biome, in Uberaba, Brazil.

e Five strains were selected as the best protease producers: AP-10 (201.111
U/mL), AP-2 (188.611 U/mL), AB-4 (184.444 U/mL), AE-2 (211.944 U/mL)
and MB-3 (260.555 U/mL).

e The 5 isolates selected were identified as belonging to the genus Bacillus.
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Abstract

This study describes the isolation of protease-producing bacteria from soil samples
collected from preserved environments in the Cerrado biome, in Uberaba, Brazil.
Proteolytic activity was confirmed in 32 of the 121 bacterial strains isolated. Based on
the enzymatic quantification, five strains were selected as the best protease producers,
AP-10 (201.111 U/mL), AP-2 (188.611 U/mL), AB-4 (184.444 U/mL), AE-2 (211.944
U/mL) and MB-3 (260.555 U/mL). These isolates were identified as Bacillus toyonensis
BCT7112 (isolate AB-4), Bacillus licheniformis DSM (isolates AP-2 and AE-2),
Bacillus siamensis PD A10 (isolate AP-10) and Bacillus thuringiensis NBRC 101235
(isolate MB-3). B. licheniformis AE-2, B. thuringiensis MB-3 and B. licheniformis AP-2
produced pH-stable proteases, and high hydrolytic activity was observed in all the pH
values evaluated (2 to 12). B. siamensis AP-10, B. licheniformis AE-2, B. toyonensis
AB-4 and B. licheniformis AP-2 produced thermostable proteases, which were active in
all evaluated temperatures of 10 to 80 °C. The proteolytic activity was not influenced by
the presence of the metal ions. To our knowledge, this is the first time that protease-
producing bacteria isolated from Brazilian Cerrado biome are described, and the

proteases produced have potential biotechnological application.

Keywords: bioprospecting, protease, Bacillus, enzymatic activity, industrial
biotechnology

Importance section

The study provides valuable information about the potential of Cerrado biome as
a reservoir of microorganisms of biotechnological interest and demonstrates important

findings of significance to this field of research.



100

1. Introduction

Proteases are enzymes that catalyze the hydrolysis of peptide bonds, resulting in
protein degradation into peptides and amino acids, and also can act in specific post-
translational modification reactions (Souza et al., 2015). Proteolytic enzymes stand out
among the enzymes used for industrial applications, representing about 60 % of all
commercial enzymes worldwide (Saggu et al., 2017). Proteases can be applied in
different industrial sectors, including food industry, detergent additives, textiles,
pharmaceuticals, waste treatment, diagnostic reagents, medical application, leather
tanning and silver recovery (Marathe et al., 2017; Al-Abdalall et al., 2016; Jisha et al.,
2013; Sumantha et al., 2006).

Proteolytic enzymes are classified according to their mechanism of action and
active site structure into endopeptidases, which act on the peptide bonds of the inner
region (such as serine protease, cysteine protease, aspartic protease and
metalloprotease), and exopeptidases, which act at the ends of the polypeptide chain
(aminopeptidase and carboxypeptidase) (Rao et al., 1998).

Proteases are synthesized by all living organisms, being essential for cellular
metabolism. Microorganisms are able to produce different types of extracellular
enzymes, and proteolytic enzymes obtained from microbial sources are very attractive
when compared to those from plants or animals, due to several conditions:
microorganisms can be cultured in short time and can produce large quantities of the
desired enzyme; the majority of microbial proteases are secreted into the extracellular
medium, being easier to purify, have lower cost, higher stability and longer shelf life
(Sharma et al., 2017).

The currently commercially available proteases are not sufficient to meet the
increasing demands of the world market. Hence, there is a stimulus for the search of
new enzymes, with suitable characteristics for industrial use. A good alternative for
enzyme prospecting is to explore the biodiversity that allows a discovery of microbial

strains capable of producing proteases with the desirable features.

This study describes the screening and identification of protease-producing

bacteria from soil samples collected from preserved environments in the Cerrado biome,
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in Uberaba, Brazil. The proteolytic enzymes were quantified and partially characterized

in different pH values and incubation temperatures.

2. Material and Methods

2.1 Sample collection and screening of protease-producing bacteria

Soil samples were collected, in April 2017, in preserved environments in the
Cerrado biome, in Uberaba, Minas Gerais, Brazil. Three areas, surrounded by natural
vegetation, were selected and the samples were collected at a depth of 10 cm. The soil
samples were stored in sterile plastic tubes in thermal box, protect from heat and light
exposure, until their arrival at the laboratory, where the samples were kept refrigerated
until the analyses.

Protease-producing bacteria were screened as described by Fulzele et al. (2011),
with modifications. Briefly, 1 g of each soil sample was suspended in 9 mL of sterile
saline solution (0.85 % NaCl), homogeneized for 1 min, followed by 1 h of resting at
room temperature. Aliquots of 0.1 mL of the suspensions were spread on skim milk
agar medium (pH 7), containing 0.5 % peptone, 0.3 % yeast extract, 2 % skim milk
powder and 2 % agar. The plates were incubated at 37 °C, under aerobic and
microaerophilic conditions. After 24-48 h, the plates were evaluated regarding the
presence of clear hydrolysis zones around the bacterial colonies, indicative of substrate
degradation.

In order to confirm the proteolytic activity, all the colonies surrounded by clear
zones were transferred to new plates containing skim milk medium. Pure cultures were
submitted to Gram staining and preserved at -20 °C in 20 % glycerol-containing BHI
medium.

Protease-producing bacteria were then analyzed by the Enzymatic Index (El),
expressed by the relationship between the hydrolysis zone diameter and the colony
diameter (Hankin and Anagnostakis, 1975). Bacterial isolates showing EI > 1.5 were

selected for further experiments.

2.2 16S rRNA gene sequence analysis

The protease-producing isolates were submitted to identification by 16S rRNA
gene sequencing. Total DNA was extracted using the phenol-chloroform method
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(Oliveira et al., 2002). The integrity of the extracted DNA was verified by agarose gel
electrophoresis (0.8 %) using 1X TAE buffer (40 mM Tris base, 20 mM acetic acid and
1 mM EDTA - pH 8.0). The gel was stained with ethidium bromide (0.2 pg mL™?) and
visualized using UV transilluminator. DNA concentration and purity were measured by
NanoDrop (Thermo Scientific), and the samples were diluted to 50 ng pL* and stored at
-20 °C.

16S rRNA gene was amplified using the pair of universal primers 27F
(AGAGTTTGATCMTGGCTCA) and 1492R (TACGGYTACCTTGTTACGAC). The
PCR reaction (25 pL) was composed by 17.325 uL milli-Q water, 2.5 uL 10X buffer,
1.25 pL MgClz (50 mM), 0.625 pL dNTPs (10 mM), 1 pL primer F (10 pM/puL), 1 pL
primer R (10 pM/pL), 0.3 pL Tag DNA Polymerase (5 U/pL) (ThermoScientific) and 1
puL DNA (50 ng/pL). The PCR conditions included an initial denaturation step at 95 °C
for 5 min, followed by 35 cycles of denaturation at 95 °C for 30 s, annealing at 60 °C
for 30 s, and primer extension at 72 °C for 1 min. The amplification cycle was followed
by a final extension at 72 °C for 7 min. The amplification reactions were performed in
DNA thermal cycler GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). The PCR
products were analyzed by agarose gel electrophoresis (1.2 %), stained with ethidium
bromide (0.2 pg/mL) and visualized using UV transilluminator.

The amplicons were purified using Invisorb® Fragment CleanUp kit (Stratec
Molecular), following the manufacturer instructions. The samples were quantified with
NanoDrop and the sequencing was performed by the chain termination method (Sanger
Method). Two reactions were performed, using the forward and the reverse primers. All
consensus sequences obtained were compared to those available in GenBank database
(NCBI), using the BLASTn approach (Altschul et al., 1990). All sequences obtained

were deposited in GenBank database.

2.3 Phylogenetic analyses

All sequences were manually edited and trimmed to remove ambiguous regions.
The sequences were aligned by the Clustal W multiple sequence alignment program.
The phylogenetic tree was reconstructed with MEGA 7.0 program, and the Maximum
Likelihood method was used. Brevibacillus brevis YNP-1was used as the outgroup.
Bootstrap analysis (1000 replicates) was performed with Kimura-2-parameter model to

obtain confidence estimates for the phylogenetic tree.
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2.4 Protease production along bacterial cell growth

Skim milk broth (same composition described) was inoculated with 1 % of an
overnight culture of the selected bacterial isolates and incubated at 37 °C, in aerobic or
microaerophilic conditions, for up to 96 h. At time intervals of 24 h, samples were taken
to determine the optical density (600 nm) in a spectrophotometer UV-1600 (Pro-
Analise) and also to separate the cells by centrifugation (12000 g, 15 min). The
supernatant was used as crude protease preparation and its proteolytic activity was
measured by agar well assay, in which the crude enzyme preparations were added into
wells made in skim milk agar (Vijayaraghava and Vincent, 2013). The plates were
incubated at 37 °C, in aerobic or microaerophilic conditions, and proteolytic activity

was assessed from the presence of clear zones around the wells.

2.5 Protease activity assay

The proteolytic activity of the crude preparations was performed as described by
Secades and Guijarro (1999), using azocasein as substrate. Crude protease preparations
(120 pL) were incubated with 480 pL of azocasein (1 %) in Tris-HCI (0.1 M, pH 8.5),
for 30 minutes, at 30 °C. The reactions were stopped by adding 600 pL of
trichloroacetic acid (10 %), left on ice for 30 min, the precipitates were removed by
centrifugation (13000 g, 10 min) and 800 pL of supernatant were collected and mixed to
200 pL of NaOH (1.8 M). The absorbance was measured in a spectrophotometer, at 420
nm. One unit (U) of protease activity was defined as the amount of enzyme to produce

an increase in absorbance (Aas20) of 0.01 unit, after 30 min, at 30 °C.

2.6 Partial Characterization of the proteases

In order to partially characterize the proteases, the effect of pH, temperature and
the presence of metal ions during reaction were evaluated. The enzymatic reaction was
performed by incubating the crude protease preparations with the specific substrate
under the selected conditions and protein activity assay was carried out as described

above.

2.6.1 Effect of pH on enzyme activity
The effect of pH on protease activity was assayed using pH values, ranging from
2 to 12, and appropriate buffers (pH 2: 0.2 M potassium chloride-HCI; pH 4 and 6: 0.5
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M sodium acetate; pH 7 and 8: 0.05 M sodium phosphate; pH 10: 0.05 M Tris-HCI; pH
12: 0.1 M sodium phosphate-NaOH) under standard conditions. The highest enzymatic
activity observed was considered as 100 %, and the relative activity was calculated for

the other pH values as the percentage of activity in proportion to the highest activity.

2.6.2 Effect of temperature on enzyme activity
The influence of temperature on protease activity was determined by incubating
the reaction mixture at different temperatures (10 to 80 °C, with increments of 10 °C),

under standard assay conditions. The relative activity (%) was calculated as described.

2.6.3 Effect of metal ions on enzyme activity

The effect of metal ions on protease activity was investigated using CaCly,
MgCl2, NaCl and FeSO4 (5 mM). The crude protease preparations were incubated with
different metal ions, for 5 minutes, at room temperature, and the protease activity was
measured using the optimal conditions of pH and temperature for each enzyme, defined
in the experiments described above. The relative activity (%) was calculated as

described.

2.7 Statistical analyses

Unpaired t Test with Welch's correction and one-way analysis of variance
(ANOVA) with Dunnett's multiple comparisons test (p < 0.05) were performed using

GraphPad Prism software version 7.04.

3. Results

3.1 Isolation and screening of protease-producing bacteria

From soil samples collected in preserved environments in the Cerrado biome,
121 colonieswere obtained after inoculation of 107 to 107 dilutions on skim milk agar,
and incubation at 37 °C, for up to 2 days. The isolates were named on the basis of the
atmosphere used for isolation and the sample source, followed by the number of the

isolate. The isolates obtained in aerobic conditions were identified as A, while the
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isolates obtained in microaerophilic conditions were named as M; bacterial isolates
from sample 1 were named as B and from sample 2 were named as P, while the isolates
from sample 3 were defined as E.

The proteolytic activity, evidenced by the formation of hydrolytic zones around
the bacterial colonies, after subculture in skim milk agar, was confirmed in 32 of the
121 isolated colonies, of which 11 isolates were obtained from soil sample 1, 15 isolates
from soil sample 2, and 6 isolates from soil sample 3. After morphological
characterization, it was observed that 31 of the proteolytic bacteria were Gram positive
and 31 had rod shaping; 23 isolates were isolated in aerobiosis, and 9 in microaerophilic
conditions (Table 1).

The Enzymatic Index varied from 1.1 to 3.5, and 15 protease-producing isolates
showed EI > 1.5 (Table 1). These 15 isolates were selected for analyzing protease

production in fermentation broth.

3.2 Protease production during bacterial growth and quantification of the

extracellular enzymes

The bacterial growth was monitored in skim milk broth, over 96 hours. Most of
the isolates (n=11) reached the stationary phase after 48 h of growth. Protease
production was observed already in the first 24 h of growth, and it was maintained over
the 96 h of bacterial growth monitoring (Table 2).

Based on these results, enzymatic quantification assays were performed, using
azocasein as substrate, and the protease produced was quantified after 24 and 48 h of
bacterial growth. Among the 15 isolates, after 24 h of growth, maximum protease
activity (113.056 U/mL) was obtained from isolate AP-1; after 48 h of growth, the
isolate MB-3 showed maximum protease yield (260.555 U/mL). In total, 7 isolates
showed higher production of extracellular proteases after 48 h of growth (p<0.05),
whereas only two isolates show significantly higher production in 24 h. The other
isolates showed no significant difference in the rate of enzyme production during the
incubation period analyzed (p>0.05) (Figure 1).

Based on the protease activity indexes, the 5 hyper protease producing isolates,
AB-4 (184.444 U/mL), AP-2 (188.611 U/mL), AP-10 (201.111 U/mL), AE-2 (211.944
U/mL) and MB-3 (260.555 U/mL), were then selected for the further studies.
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3.3 Genetic identification of protease-producing bacteria

Total bacterial DNA was efficiently extracted by the phenol-chloroform method,
resulting in a final concentration of 229.7 to 893.9 ng uL* and low contamination by
proteins and salts (suitable 260/280 and 260/230 ratios). The amplification of 16S rRNA
gene, using the 27F and 1492R universal primers, generated amplicons in the size of
1500 bp (expected size of 1465 bp). The purified PCR products were sequenced and the
sequences were compared to those available in the GenBank database. The percentages
of identity for the best score in GenBank were at least equal to 97 % with the size of the
analyzed fragment.

According to the partial 16S rRNA gene sequences obtained, all 5 protease-
producing isolates were identified as belonging to the genus Bacillus and showed high
identities with four different species: Bacillus toyonensis BCT7112 (isolate AB-4),
Bacillus licheniformis DSM 13 (isolates AP-2 and AE-2), Bacillus siamensis PD A10
(isolate AP-10) and Bacillus thuringiensis NBRC 101235 (isolate MB-3) (Table 3).

The 16S rRNA gene sequences of the proteolytic bacterial isolates were
deposited in the GenBank sequence database under accession numbers MH346227 (B.
toyonensis AB-4), MH329347 (B. licheniformis AP-2), MH329349 (B. licheniformis
AE-2), MH329348 (B. siamensis AP-10) and MH329350 (B. thuringiensis MB-3).

Analyses of the phylogenetic tree have showed that B. siamensis AP-10 was
related to B. licheniformis AP-2 and B. licheniformis AE-2, while B. toyonensis AB-4
and B. thuringiensis MB-3 were related as close groups, confirming that they belong to

nearby phylogenetic groups(Figure 2).

3.4 Diversity of the proteases produced

The diversity of the extracellular proteases produced was evaluated regarding
the maintenance of the hydrolytic activity in different pH values, in a range of
temperature and presence of metal ions.

The hydrolytic activity of the crude protease preparations varied depending on
the pH. The crude protease preparations obtained from the isolates B. licheniformis AE-
2, B. thuringiensis MB-3and B. licheniformis AP-2 were the most pH stable, and the
same proteolytic activity was observed in all pH values evaluated (2-12) (p > 0.05)
(Figure 3b, 3c, 3e). The isolate B. siamensis AP-10 produced enzymes with higher
protease activity at pH values 4 to 12 (p > 0.05); while that at pH 2 this activity was
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reduced (p < 0.05) (Figure 3a). Regarding the extract obtained from Bacillus toyonensis
AB-4 higher protease activity was observed between pH 7 to 10 (p > 0.05); however,
the enzymatic activity of these extracts has been reduced at pH values of 2, 4, 6 and 12
(p < 0.05) (Figure 3d).

The temperature exerted a high influence on proteolytic activity of the crude
preparations. The activity of the proteases produced by the isolates B. siamensis AP-10,
B. licheniformis AE-2,B. toyonensis AB-4 and B. licheniformis AP-2 showed optimum
temperature in all values in all evaluated temperatures of 10 to 80 °C (p > 0.05) (Figure
4a, 4b, 4c, 4e). The crude proteases obtained from the isolate B. thuringiensis MB-3
presented greater activity in 50 and 60 °C (p > 0.05), while that for the other values
there was a reduction on activity (p < 0.05) (Figure 4d).

The proteolytic activity was not influenced by the presence of the metal ions.
None of the five isolates had induction or inhibition of their activity with the addition of

these ions (Figure 5).
4. Discussion

Diverse microorganisms have been investigated in an effort to obtain new
enzyme-producing isolates, and in order to increase productivity and enzyme stability.
The search for new microbial species is stimulated by industrial and manufacturing

companies, looking for species with particular characteristics.

Microbes from several habitats have been examined by many researchers to
obtain industrially suitable enzymes. Among them, it is possible to highlight the fungal
genera Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Mucor, Humicola, Thermoascus and
Thermomyces (Souza et al., 2015). In addition, several bacterial genera such asBacillus,
Pseudomonas, Halomonas, Arthrobacter, Serratia, Alcaligenes and Aeromonas (Shafee

et al., 2005; Cui et al., 2015) have also been given attention to protease production.

Protease-producing bacteria play essential roles in degrading organic nitrogen in
different environments, but little is known about the diversity of proteolytic bacteria in
Brazilian Cerrado soils. In this study, the identification of cultivable protease-producing
bacteria isolated from soil collected in the Cerrado biome, Brazil, and the diversity of

the extracellular proteases synthesized by these bacteria were evaluated. To our
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knowledge, this is the first report focused on protease-producing bacteria isolated from

a preserved Brazilian Cerrado biome.

The molecular identification of the top five protease-producing bacteria isolated
showed that all belonged to the genus Bacillus, which is composed of a great diversity
of Gram-positive, aerobic or facultative anaerobic, rod-shaped and endospore-forming
bacteria, widely distributed in nature (Sumpavapol et al., 2010). This finding is
consistent with the results reported by Pant et al. (2015) and Contesini et al. (2018),
demonstrating that Bacillus is an important producer of extracellular proteases.
Moreover, Bacillus strains are easily cultivable in laboratory and largely used for
industrial production of biomolecules, such as enzymes, including those listed as
Generally Recognized as Safe (GRAS), by the American Food and Drug Administration
(Schallmey et al., 2004), which would facilitate the use of Bacillus strains in future

biotechnological applications.

Among the species identified in this study, Bacillus thuringiensis and Bacillus
licheniformis have already been reported as producers of alkaline proteases that can be
used in the detergent industry (Marathe et al., 2017). In addition, Bacillus toyonensis
BCT 7112 has probiotic activity and is used as the active ingredient of the
TOYOCERIN®, an additive used in animal nutrition (Jiménez et al., 2013). Proteases
produced by B. toyonensis are probably involved in its probiotic trait, being able to
promote growth, assist the immune system and induce digestive enzymes, such as
protease, lipase and amylase, improving health (Adorian et al., 2018; Williams et al.,
2009).

In general, enzymes are produced by metabolically active bacteria, during the
exponential phase of growth, to degrade the media substrate and increase bacterial
growth. As bacterial proteases can be constitutive or partially induced, their production
may also occur during the stationary phase, as a manifestation of nutrient scarcity
(Gupta et al., 2002). Therefore, the establishment of the incubation period for obtaining
such enzymes is critical, and it varies from some hours to a week, depending on the

microorganism and culture conditions (Sharma et al., 2017).

In this study, although all the isolates have showed production and secretion of
proteases in the first 24 h of growth, most of the isolates (n=11) reached the end of the

exponential phase after 48 h of growth, in which the maximum proteolytic activity was
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obtained for 7 isolates. Sundararajan et al. (2011) found similar production of proteases
by a strain of Bacillus, for which the highest enzymatic activity was observed in the
exponential phase. Still in agreement with our results, an incubation period of 48 h was
reported for other authors as the optimal for protease production for a variety of soil

bacteria (Mothe and Sultanpuram, 2016; Asha and Palaniswamy, 2018).

The isolates AP-2 and AE-2 were identified as Bacillus licheniformis, indicating
that they could be the same isolate. However, they showed different characteristics of
the protease produced, in terms of hydrolytic activities (different clear zone diameters in
the well diffusion method). These results prove that although the isolates AP-2 and AE-
2 belong to the same species, they are distinct strains. In this sense, the characterization
of the protein emerges as a fundamental step in evaluating the enzymatic action.
Parameters as temperature, pH and presence of cofactors in a reaction must be identified

to optimize its catalytic action.

Although the ideal pH of each enzyme varies according to the producer strain,
being described proteases that act in neutral pHs, such as those produced by B.
licheniformis K7A (Hadjidj et al., 2018) and B. licheniformis NH1 (Thakur et al.,
2016), as well as proteases whose highest activity is obtained in acidic pH (Xu et al.,
2015). The crude protease preparations obtained from B. licheniformis AE-2, B.
thuringiensis MB-3and B. licheniformis AP-2 were the most pH-stable, showing higher
hydrolytic activity in all the pH values evaluated (2-12), a feature that deserves to be
highlighted due to its industrial interest. Similar characteristic was found for a protease
produced by Bacillus sp., which was highly active in a pH range of 3-12, maintaining at
least 80 % of its activity, being such a characteristic considered ideal for

biotechnological applications (Uttatree and Charoenpanich, 2016).

Some Bacillus strains have been reported to produce alkaline proteases, such as
those produced by B. toyonensis AB-4, isolated in this study, which act at optimum pH
ranging from 7 to 10. Agasthya et al. (2013) also reported a proteolytic strain acting at

optimum alkaline pH, but at a temperature of 47 °C.

The catalytic activity of the crude protease preparations obtained from B.
siamensis AP-10, B. licheniformis AE-2, B. toyonensis AB-4 and B. licheniformis AP-2
were not drastically influenced by the temperature variation evaluated in the present

study. On the other hand, for the isolate B. thuringiensis MB-3 the maximum protease
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activity was achieved at 50 and 60 °C. In agreement with these results, maximum
activity at 50 or 60 °C was also observed for several other proteases produced by
Bacillus strains (Qureshi et al., 2018; Dorra et al., 2018; Bashir et al., 2018).

The presence of cations was not influenced the activity of the proteases
produced by the five protease-producing bacteria. Which was not expected, since it has
been reported that divalent cations like Ca?* and Mg?* induces and stabilizes the
molecular structure of many enzymes, protecting them from possible conformational
changes occurring during denaturation at high temperatures (Sousa et al., 2007; Ellaiah
et al., 2002).

Differents effects were reported to B. thuringiensis (Harer et al., 2018) and B.
licheniformis (Hadjidj et al., 2018), for which the presence of the metal ions Ca?*, Mg?*
and Mn?* increased the activity of their proteases. The increase of protease activity in
the presence of divalent cations, as Fe?* and Cu?*, was also reported for other bacteria,
such as Serratia marcescens PPB-26 (Thakur et al., 2016).

5. Conclusion

Five Bacillus strains isolated from preserved soils collected in the Cerrado
biome, in Uberaba, Brazil were able to produce extracellular proteases and showed high

activity in degrading azocasein.

This is the first study that investigated the protease-producing bacteria in
Brazilian Cerrado biome, to our knowledge, and provided new insights on the bacterial
community in the Cerrado soils, implying that this ecosystem may be a reservoir for

novel and diverse enzymes, with characteristics of industrial interest.
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Figure captions

Figure 1. Proteolytic activity of the 15 isolates with EI > 1.5. The proteolytic assay,
using azocasein as substrate, was performed after 24 and 48 hours of incubation.
Enzyme activity was expressed in U/mL. The results shown are the means of triplicate
analyses and errors bars indicate £ SDs of the means. Asterisks indicate significant
differences (p < 0.05) when compared the proteolytic activity of the same isolate after

24 and 48 hours of growth.

Figure 2.Molecular phylogenetic tree of the five bacterial isolates with higher
proteolytic activity. The tree deduced from the 16S rRNA sequences was reconstructed
with MEGA 7.0 by Maximum Likelihood method based on the Kimura-2-parameter
model. The branch lengths measure in the number of substitutions per site and the
bootstrap consensus tree inferred from 1000 replicates. Brevibacillus brevis YNP-1 was
used as outgroup. The scale below shows substitution per site.

Figure 3.pH effect on the proteolytic activity of soil bacteria. Enzymatic activity of the
crude protease preparations obtained from (A) B. siamensis AP-10, (B) B. licheniformis
AE-2, (C) B. thuringiensis MB-3, (D) Bacillus toyonensis AB-4, and (E) B.
licheniformis AP-2 were evaluated in a pH reactions range of 2 to 12, at 30 °C. The
highest enzymatic activity was considered 100 %, and for the other the relative activity
(%) was calculated. The results shown are the means of two biological replicates and
errors bars indicate = SDs of the means. Asterisks indicate significant differences (p <

0.05); higher number of asterisks represent a greater statistical difference.

Figure 4.Effect of temperature on the proteolytic activity of soil bacteria. Enzymatic
activity of the crude protease preparations obtained from (A) B. siamensis AP-10, (B) B.
licheniformis AE-2, (C) B. thuringiensis MB-3, (D) Bacillus toyonensis AB-4, and (E)
B. licheniformis AP-2 were evaluated at temperatures between 10 and 80 °C, using Tris-
HCI buffer (0.1 M, pH 8). The highest enzymatic activity was considered 100 %, and
for the other reactions the relative activity (%) was calculated. The results shown are the
means of two biological replicates and errors bars indicate £ SDs of the means.
Asterisks indicate significant differences (p < 0.05); higher number of asterisks

represent a greater statistical difference.
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Figure 5. Effect of metal ions (5 mM) on the proteolytic activity of soil bacteria.
Enzymatic activity of the crude protease preparations obtained from (A) B. siamensis
AP-10, (B) B. licheniformis AE-2, (C) B. thuringiensis MB-3, (D) Bacillus toyonensis
AB-4, and (E) B. licheniformis AP-2 were evaluated in the presence of ions Ca2+,
Mg2+, Na+, and Fe2+ at room temperature, under optimal conditions (pH and
temperature). The highest enzymatic activity was considered 100 %, and for the other
reactions the relative activity (%) was calculated. The results shown are the means of
two biological replicates and errors bars indicate £ SDs of the means. Asterisks indicate
significant differences (p < 0.05); higher number of asterisks represent a greater

statistical difference.
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Table 1. Characterization of the 32 protease-producing bacteria in relation to Gram
staining, morphology, atmosphere and enzymatic index (El).

Soil B_acterial G!’a_m Morphology Atrr]osphgre for | Enzymatic
sample | isolates | staining isolation Index (EIl)
1 AB-1 Positive Rod Aerobiosis 1.286
AB-3 Positive | Pleomorphic Aerobiosis 1.167
AB-4 Positive Rod Aerobiosis 3.250
AB-5 Positive Rod Aerobiosis 1.333
AB-8 Positive Rod Aerobiosis 1.750
AB-9 Positive Rod Aerobiosis 1.600
AB-10 Positive Rod Aerobiosis 1.900
AB-1.1 Positive Rod Aerobiosis 1.333
MB-1 Positive Rod Microaerophilic 1.400
MB-2 Positive Rod Microaerophilic 1.429
MB-3 Positive Rod Microaerophilic 3.500

2 AP-1 Positive Rod Aerobiosis 2.500
AP-2 Positive Rod Aerobiosis 2.000
AP-3 Positive Rod Aerobiosis 1.429
AP-4 Positive Rod Aerobiosis 1.600
AP-5 Positive Rod Aerobiosis 1.100
AP-7 Positive Rod Aerobiosis 1.500
AP-8 Negative Rod Aerobiosis 2.500
AP-9 Positive Rod Aerobiosis 1.200
AP-10 Positive Rod Aerobiosis 2.750
MP-1 Positive Rod Microaerophilic 1.400
MP-2 Positive Rod Microaerophilic 1.300
MP-3 Positive Rod Microaerophilic 1.500
MP-4 Positive Rod Microaerophilic 1.133
MP-5 Positive Rod Microaerophilic 1.176
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MP-1.1 Positive Rod Microaerophilic 1.500

3 AE-1 Positive Rod Aerobiosis 1.667
AE-2 Positive Rod Aerobiosis 1.889

AE-3 Positive Rod Aerobiosis 1.333

AE-4 Positive Rod Aerobiosis 1.333

AE-6 Positive Rod Aerobiosis 1.154

AE-7 Positive Rod Aerobiosis 1.190

Table 2. Protease production during bacterial growth.

Absorbance (600 nm)

Diameter of the clear zones

Bacterial around the agar wells (mm)
isolates
24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h
AB-4 2.136 5.480 | 5.440 | 4.590 23 24 24 24
AB-8 2.180 5.110 | 5.210 | 4.690 20 18 21 21
AB-9 2.196 5.180 | 5.780 | 5.140 22 20 22 23
AB-10 2.024 5.800 | 10.060 | 5.160 23 21 22 22
AP-1 2.212 5.440 | 5.710 | 5.280 9 10 6 7
AP-2 2.060 5.110 | 5.910 | 4.980 21 13 16 20
AP-4 1.080 4590 | 4.550 | 3.040 24 23 21 25
AP-7 0.585 4.460 | 4.660 | 3.620 23 20 21 10
AP-8 0.476 3.810 | 5.030 | 6.080 23 26 27 24
AP-10 1.074 4340 | 5.400 | 5.090 25 24 24 25
AE-1 1.172 4.830 | 4.790 | 3.040 25 22 24 25
AE-2 1.170 5.320 | 5.740 | 4.780 25 25 22 24
MB-3 2.144 4590 | 5.470 | 4.950 25 25 26 26
MP-3 1.102 4.760 | 5.250 | 4.820 23 25 28 25
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MP-1

2.510 2.620 | 2.680 | 2.180

25

25

25 25

Legend: The proteolytic samples with EI > 1.5 were grown in skim milk broth, up to 96
h. The optical density of the cultures was measured every 24 h in spectrophotometer and
the culture supernatant were tested for proteolytic activity in agar.

Table 3. Genetic identification of the five bacterial isolates with higher proteolytic

activity.

Sample Alignment Identity (%) | Access Number
AB-4 Bacillus toyonensis BCT7112 99 NR_121761.1
AP-2 Bacillus licheniformis DSM 13 99 NR_118996.1
AP-10 Bacillus siamensis PD A10 99 NR_117274.1
AE-2 Bacillus licheniformis DSM 13 97 NR_118996.1
MB-3 Bacillus thuringiensis NBRC 101235 99 NR_112780.1

Legend: The analysis was performed by aligning the 16S (rRNA) partial sequence
with the sequences available in GenBank, using Blast tool.
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ANEXO

Figura 1 - Efeito do pH (2-12) sobre a atividade celulolitica de extratos enzimaticos
obtidos a partir de bactérias celuloliticas isoladas de solo preservado no bioma cerrado.
(A) B. siamensisAB-9; (B) B. toyonensisAB-1; (C) B. methylotrophicusMP-7; (D) B.
methylotrophicusMB-3; (E) B. drentensisME-2. A maior atividade enzimatica, obtida a
55 °C, foi considerada como 100 %, sendo calculada, para os demais pHSs, a atividade

relativa (%). Os resultados mostram a média de duplicatas bioldgicas.
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Figura 2- Efeito da temperatura (10-80 °C) sobre a atividade celulolitica de extratos
enzimaticos obtidos a partir de bactérias celuloliticas isoladas de solo preservado no
bioma cerrado. (A) B. siamensisAB-9; (B) B. toyonensisAB-1; (C) B.
methylotrophicusMP-7; (D) B. methylotrophicusMB-3; (E) B. drentensisSME-2. A maior
atividade enzimatica, obtida em tampédo fosfato de sddio (0,05 M, pH 7,0), foi
considerada como 100 %, sendo calculada, para as demais temperaturas, a atividade
relativa (%). Os resultados mostram a média de duplicatas bioldgicas.
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Figura 3 - Efeito de ions metalicos (Ca?*, Mg?*, Na* e Fe?*; 5 mM) sobre a atividade
celulolitica de extratos enzimaticos obtidos a partir de bactérias celuloliticas isoladas de
solo preservado no bioma cerrado. (A) B. siamensisAB-9; (B) B. toyonensisAB-1; (C)
B. methylotrophicusMP-7; (D) B. methylotrophicusMB-3; (E) B. drentensisME-2. A
maior atividade enzimatica, obtida sob condi¢fes 6timas de reacdo (pH e temperatura),
foi considerada como 100 %, sendo calculada, para as demais condigdes, a atividade
relativa (%). Os resultados mostram a média de duplicatas bioldgicas.
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Figura 4 - Efeito do pH (2-12) sobre a atividade amilolitica de extratos enzimaticos
obtidos a partir de bactérias amiloliticas isoladas de solo preservado no bioma cerrado.
(A) B. methylotrophicus AP-14; (B) B. subtilis AE-2; (C) B. toyonensis MB-1; (D) B.
toyonensis MB-18; (E) B. pseudomycoides MB-22. A maior atividade enzimatica,
obtida a 55 °C, foi considerada como 100 %, sendo calculada, para os demais pHs, a

atividade relativa (%). Os resultados mostram a média de duplicatas bioldgicas.
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Figura 5 - Efeito da temperatura (10-80 °C) sobre a atividade amilolitica de extratos
enzimaticos obtidos a partir de bactérias amiloliticas isoladas de solo preservado no
bioma cerrado. (A) B. methylotrophicus AP-14; (B) B. subtilis AE-2; (C) B. toyonensis
MB-1; (D) B. toyonensis MB-18; (E) B. pseudomycoides MB-22. A maior atividade
enzimatica, obtida em tampéo acetato de sodio (0,5 M, pH 5,5), foi considerada como
100 %, sendo calculada, para as demais temperaturas, a atividade relativa (%). Os
resultados mostram a média de duplicatas bioldgicas.
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Figura 6 - Efeito de ions metalicos (Ca?*, Mg?*, Na* e Fe?*; 5 mM) sobre a atividade
amilolitica de extratos enzimaticos obtidos a partir de bactérias amiloliticas isoladas de
solo preservado no bioma cerrado. (A) B. methylotrophicus AP-14; (B) B. subtilis AE-2;
(C) B. toyonensis MB-1; (D) B. toyonensis MB-18; (E) B. pseudomycoides MB-22. A
maior atividade enzimatica, obtida sob condi¢fes 6timas de reacdo (pH e temperatura),

foi considerada como 100 %, sendo calculada, para as demais condigdes, a atividade

relativa (%). Os resultados mostram a média de duplicatas bioldgicas.
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Figura 7 - Efeito do pH (2-12) sobre a atividade xilanolitica de extratos enzimaticos
obtidos a partir de bactérias xilanoliticas isoladas de solo preservado no bioma cerrado.
(A) B. velezensis AP-6; (B) B. toyonensis MP-9; (C) B. thuringiensis ME-1; (D) B.
pseudomycoides ME-16; (E) B. thuringiensis ME-20. A maior atividade enzimatica,
obtida a 55 °C, foi considerada como 100 %, sendo calculada, para os demais pHs, a

atividade relativa (%). Os resultados mostram a média de duplicatas bioldgicas.
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Figura 8 - Efeito da temperatura (10-80 °C) sobre a atividade xilanolitica de extratos
enzimaticos obtidos a partir de bactérias xilanoliticas isoladas de solo preservado no
bioma cerrado. (A) B. velezensis AP-6; (B) B. toyonensis MP-9; (C) B. thuringiensis
ME-1; (D) B. pseudomycoides ME-16; (E) B. thuringiensis ME-20. A maior atividade
enzimatica, obtida em tampé&o acetato de sodio fosfato de sodio (0,05 M, pH 7,0), foi
considerada como 100 %, sendo calculada, para as demais temperaturas, a atividade
relativa (%). Os resultados mostram a média de duplicatas bioldgicas.
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Figura 9 - Efeito de ions metalicos (Ca?*, Mg?*, Na* e Fe?*; 5 mM) sobre a atividade
xilanolitica de extratos enziméticos obtidos a partir de bactérias xilanoliticas isoladas de
solo preservado no bioma cerrado. (A) B. velezensis AP-6; (B) B. toyonensis MP-9; (C)
B. thuringiensis ME-1; (D) B. pseudomycoides ME-16; (E) B. thuringiensis ME-20. A
maior atividade enzimatica, obtida sob condi¢fes 6timas de reacdo (pH e temperatura),
foi considerada como 100 %, sendo calculada, para as demais condigdes, a atividade
relativa (%). Os resultados mostram a média de duplicatas bioldgicas.
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Figura 10 - Efeito do pH (2-12) sobre a atividade lipolitica de extratos enzimaticos
obtidos a partir de bactérias lipoliticas isoladas de solo preservado no bioma cerrado.
(A) B. siamensis AB-2; (B) B. methylotrophicus AB-3; (C) L. macroides AP-4; (D) B.
thuringiensis MB-7; (E) B. wiedmannii MB-4. A maior atividade enzimatica, obtida a
30 °C, foi considerada como 100 %, sendo calculada, para os demais pHs, a atividade

relativa (%). Os resultados mostram a média de duplicatas bioldgicas.
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Figura 11 - Efeito da temperatura (10-80 °C) sobre a atividade lipolitica de extratos
enziméticos obtidos a partir de bactérias lipoliticas isoladas de solo preservado no
bioma cerrado.(A) B. siamensis AB-2; (B) B. methylotrophicus AB-3; (C) L. macroides
AP-4; (D) B. thuringiensis MB-7; (E) B. wiedmannii MB-4. A maior atividade
enzimatica, obtida em tampéo tampdo Tris-HCI (50 mM, pH 8), foi considerada como
100 %, sendo calculada, para as demais temperaturas, a atividade relativa (%). Os
resultados mostram a média de duplicatas bioldgicas.
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Figura 12 - Efeito de ions metalicos (Ca?*, Mg?*, Na" e Fe?*; 5 mM) sobre a atividade
lipolitica de extratos enzimaticos obtidos a partir de bactérias lipoliticas isoladas de solo
preservado no bioma cerrado. (A) B. siamensis AB-2; (B) B. methylotrophicus AB-3;
(C) L. macroides AP-4; (D) B. thuringiensis MB-7; (E) B. wiedmannii MB-4. A maior
atividade enzimatica, obtida sob condicdes 6timas de reacdo (pH e temperatura), foi
considerada como 100 %, sendo calculada, para as demais condicOes, a atividade
relativa (%). Os resultados mostram a média de duplicatas bioldgicas.
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