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RESUMO

A macauba (Acrocomia aculeata) é uma palmeira arborescente, pertencente a
familia Arecaceae, distribuida amplamente por toda Ameérica tropical. A espécie chama
a atencdo pela propriedade oleaginosa dos frutos com potencial para producdo de
biodiesel. No entanto, o conhecimento a respeito do cultivo e manejo visando selecionar
frutos de boa qualidade para a extracdo do 6leo ainda é escasso. Associado a isso, ndo
existem dados na literatura a respeito da microbiota associada aos frutos, sendo este um
fator de grande importancia na qualidade do dleo. Sabe-se que 0s micro-organismos
associados a plantas podem produzir uma diversidade de exoenzimas que poderdo
influénciar na qualidade do fruto e consequentemente do Oleo. Além do grande
potencial do uso desta espécie para a producdo de biodiesel, inimeras utilidades para a
medicina popular j& foram relatadas, sendo utilizada como fortificante, analgésico,
febrifugo e diurético. Diante da grande importancia dessa espécie vegetal, este trabalho
teve como objetivo isolar e identificar bactérias associadas aos frutos da macauba com
diferentes periodos de deposicdo no solo, e ainda, avaliar os isolados obtidos quanto a
capacidade de produzir exoenzimas de interesse industrial e substéncias bioativas contra
bactérias, leveduras, fungos de interesse clinico e um fitopatdgeno. Para realizacdo deste
trabalho, 6 coletas foram realizadas em Casa Branca — municipio de Brumadinho, Minas
Gerais. Na primeira coleta, os frutos foram coletados ainda no cacho, e nas coletas
subsequentes os frutos foram recolhidos a cada 7 dias de deposi¢do no solo, até o
periodo maximo de 35 dias. O epicarpo e 0 mesocarpo dos frutos foram processados de
forma a isolar bactérias epifiticas, endofiticas da casca e associadas a polpa. Foram
obtidos 94 isolados de bactérias, selecionados de acordo com as suas caracteristicas
macro morfoldgicas e identificados por meio do sequenciamento da regido 16S do
rDNA. Das 94 bactérias, 43,62% apresentaram producdo de amilase, 9,57% de lipase,
27,66% de celulase, 31,91% de protease, 53,19% de pectinase e nenhuma das bactérias
produziu xilanases. Dos 94 isolados testados quanto a produgdo de substancias
bioativas, 22% apresentaram atividade antagonista contra Bacillus cereus, 14,9% contra
Staphylococcus aureus, 12,8% contra Escherichia coli, 7,5% contra Candida albicans,
9,5% contra C. krusei e 8,5% contra C. tropicalis. Nenhum isolado apresentou atividade
para Aspergilus fumigatus, Fusarium solani e Penicillium oxalicum. O presente trabalho

contribuiu para o conhecimento de bactérias produtoras de exoenzimas demonstrando o
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potencial desses isolados para aplicacdo industrial. Além disso, a produgdo de

substancias bioativas pode fornecer subsidios para o desenvolvimento de novas drogas.

Palavras-chave: Acrocomia aculeata, macalba, bactérias, exoenzimas, antagonismo.
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ABSTRACT

The macaw (Acrocomia aculeata) is an arborescent palm, belonging to the
family Arecaceae, widely distributed throughout tropical America. The species calls
attention to the property of oleaginous fruits with potential for biodiesel production.
However, knowledge about the cultivation and management in order to select quality
fruits for oil extraction is still scarce. In association with this fact, there are no data in
the literature about the microbiota associated with fruit, it is a major factor in the quality
of the oil. It is known that micro-organisms in plants can produce a variety of
exoenzymes that may influence the quality of the fruit and thus the oil. Besides the great
potential of using this species for the production of biodiesel, countless uses for folk
medicine have been reported, being used as a tonic, analgesic, diuretic and febrifuge.
Given the great importance of this plant species, this study aimed to isolate and identify
bacteria associated with macaw fruits with different periods of deposition on soil, and
also to evaluate these isolates for their ability to produce exoenzymes of industrial
interest, and bioactive substances against bacteria, yeasts, and fungi of clinical interest
and a phytopathogen. For this study, six collections were made in Casa Branca -
Brumadinho municipality, Minas Gerais. In the first collection, the fruits were collected
in the bunch, and in the subsequent collections, the fruits were collected in every 7 days
of deposition on soil, until the maximum of 35 days of deposition. The fruit epicarp and
mesocarp were processed to isolated epiphytic, peel endophytic, and pulp associated
bacteria. We obtained 94 isolates of bacteria, selected according to their macro
morphological characteristics and identified through sequencing of 16S rDNA. Of the
94 bacteria, 43.62% showed amylase production, 9.57% lipase, 27.66% cellulase,
31.91% protease, 53.19% pectinase and no bacteria produced xylanases. Of the 94
isolates tested for bioactive substances production, 22% had antagonistic activity
against Bacillus cereus, 14.9% against Staphylococcus aureus, 12.8% against
Escherichia coli, 7.5% against Candida albicans, 9.5% against C. krusei and 8.5%
against C. tropicalis. None of the isolates showed activity for Aspergilus fumigatus,
Fusarium solani and Penicillium oxalicum. This work contributed to the knowledge of
bacteria producing exoenzymes demonstrating the potential of these isolates for
industrial application. This work contributed to the knowledge of bacteria producing

exoenzymes demonstrating the potential of these isolates for industrial application.
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Furthermore, the production of bioactive substances can provide support for the

development of new drugs.

Keywords: Acrocomia aculeata, macaw, bacteria, exoenzymes, antagonism.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O aumento da temperatura global causado pela queima de combustiveis fosseis e
a futura escassez destas fontes de energia sao alguns dos atuais problemas enfrentados
em relagdo ao suprimento da demanda energética mundial. Neste contexto, a
substituicdo gradativa de combustiveis derivados do petroleo por fontes de energia
renovaveis e alternativas apresenta-se como uma importante e fundamentada iniciativa

em busca da preservacdo ambiental.

Os biocombustiveis apresentam uma série de vantagens ambientais em relacao
aos combustiveis derivados do petréleo, uma vez que sdo atoxicos, biodegradaveis,
renovaveis e apresentam um baixo perfil de emissdo de poluentes. Dentre 0s
biocombustiveis, destaca-se o biodiesel, produzido principalmente a partir de Oleos

vegetais.

A macauba (Acrocomia aculeata) tem despertado a atencdo nas Ultimas décadas
pela propriedade oleaginosa dos frutos com potencial para producdo de biodiesel, que
pode chegar a 4.000 L - ha™- ano™. A espécie é produtiva ap6s 4 anos de crescimento, e
essa produtividade pode estender por mais de 100 anos. Dentre as oleaginosas com
potencial para producdo de biodiesel como a soja, mamona, milho e colza, a macauba se
destaca, perdendo apenas para o dendezeiro (Elaeis guineensis) em termos de
produtividade. No entanto, a macadba ao contrario do dendé € adaptada a condicbes de
clima seco, necessitando de pouca agua.

Atualmente, devido aos fatores j& citados, o plantio da macalba representa
importancia socioeconémica, no entanto, é realizada de forma extrativista por pequeno
namero de produtores, carecendo de informaces relacionadas a espécie que permitam a
coleta, armazenamento e processamento dos frutos de forma adequada, garantindo a

qualidade do 6leo para producéo de biodiesel.

O conhecimento da microbiota associada aos frutos da macauba pode contribuir
para a melhoria do manejo da espécie, incluindo as etapas de coleta, armazenamento e
processamento dos cocos, uma vez que enzimas microbianas estdo relacionadas ao
processo de deterioracdo dos frutos e ainda contribuem para o aumento dos niveis de

acidez do oleo tornando-o inviavel para producao de biodiesel.
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Nesse contexto, o isolamento das bactérias associadas aos frutos da macauba,
bem como a andlise da producdo de exoenzimas por esses micro-organismos, tais como
amilases, lipases, celulases, Xxilanases, proteases e pectinases, além de permitir o
planejamento de estratégias na melhoria da qualidade do Oleo para producdo de
biodiesel podem permitir a aplicacdo biotecnoldgica desses micro-organismos, uma vez
que essas enzimas sdo amplamente empregadas nas inddstrias téxtil, alimenticia, de

papel e farmacéutica.

Estudos etnoboténicos apontam que diferentes partes de A. aculeata (raiz, folha,
mesocarpo, semente) apresentam propriedades medicinais, tais como fortificante,
diuréetico, hipotensor, febrifugo e analgésico. Estudos de outras espécies vegetais
apontam que algumas propriedades medicinais estejam relacionadas a produgdo de
metabdlitos secundarios por micro-organismos associados a planta. Dessa forma, outro
aspecto a ser analisado relacionado a microbiota associada aos frutos da macaiba é a
producdo de substancias bioativas.

O aumento no numero de infeccBes fungicas e bacterianas, 0 aumento das
doencas recorrentes em pessoas com 6rgdos transplantados, a recente emergéncia de
velhos e novos patdgenos (micobactérias, anaerobios), o problema de infeccBes virais,
doencas neopléasicas e o surgimento de resisténcia dos micro-organismos sao alguns dos
fatores que determinam a necessidade da descoberta de novos farmacos. Devido aos
grandes problemas gerados pela falta de novos medicamentos, existe uma urgéncia para
a descoberta de novos antibioticos, agentes quimioterapicos e agroquimicos que sejam
mais efetivos, possuam baixa toxicidade e tenham poucos impactos ambientais.

Metabdlitos secundarios produzidos por micro-organismos associados a plantas
ttm sido amplamente investigados como fontes promissoras na descoberta de
substancias antibacterianas, antifingicas e antiparasitarias. Portanto, o estudo das
bactérias associadas aos frutos da macauba (A. aculeata), quanto a capacidade de
produzir metabdlitos secundarios com atividade antimicrobiana podem fornecer

subsidios para o desenvolvimento de novas drogas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Macauba (Acrocomia aculeata)

Membro da familia Arecaceae e popularmente conhecida como macalba, a
Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. ex Mart é uma palmeira arborescente, de caule
simples e cilindrico, cujo estipe pode atingir até 16m de altura e 20-30cm de didmetro
(Figura 1a) (Abreu et al., 2011; Nucci, 2007). Dentre as caracteristicas da espécie,
destacam-se ainda, suas folhas verdes e alternas que podem variar de 2 a 4m de
comprimento, flores amarelas e unissexuais no qual ambos 0s sexos aparecem na
mesma inflorescéncia, variando de 50-80cm de comprimento (Figura 1b), regido
caulinar revestida por espinhos finos e estipe coberta pela base dos peciolos, que

permanece aderida por varios anos (Lisingen & Cervi, 2009; Lorenzi, 2006).

A espécie nativa de florestas tropicais distribui-se abundantemente por toda
América tropical, ocorrendo desde o sul do México até o sul do Brasil, Paraguai e
Argentina (Abreu et al., 2011; Nucci, 2007). Habita preferencialmente regides com
estacdo chuvosa bem definida e de baixas altitudes, areas abertas e com alta incidéncia
solar, desenvolvendo-se bem em solos arenosos e em locais com solos férteis (Lisingen
& Cervi, 2009).

A dispersdo é facilitada através da larga producéo de frutos, que sdo consumidos
por animais (Oliveira et al., 2012). Os ColeoOpteros sdo os principais polinizadores; a
frutificacdo ocorre durante todo ano e os frutos amadurecem principalmente entre
setembro e janeiro (Lisingen & Cervi, 2009; Lorenzi, 2006). Os frutos da macauba
apresentam 2-5cm de comprimento, forma de drupa globosa e quando maduros
apresentam coloracdo amarelo-esverdeada, sugerindo presenca de carotendides,
propiciando, dessa forma, seu uso na alimentacdo (Figura 1c, 1d) (Argandoiia, 2011;
Galvani & Fernandes 2010; Lisingen & Cervi, 2009). Além disso, 0 6leo presente no
fruto apresenta potencial para a indUstria de cosméticos e matéria prima para a producao
de biocombustiveis (Abreu et al., 2011).
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Figura 1: a) Visdo geral da palmeira macauba (Acrocomia aculeata) (Lorenzi, 2000); b)

Inflorescéncia de macauba (Nucci, 2007); c) Fruto imaturo da macauba (Nucci, 2007);

d) Fruto maduro seccionado de macauba (Acrotech, 2012).

2.2 Macauba e biodiesel

A futura escassez da oferta de petroleo, aliada a0 aumento dos precos de seus
combustiveis derivados e a crescente preocupacdo com as questbes ambientais
relacionadas a queima de combustiveis fésseis induzem a mudanca da atual matriz
energética para combustiveis alternativos, destacando-se os biocombustiveis (Lima et
al., 2008; Lobo et al., 2009).
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A biomassa tem atraido a atencéo nos ultimos tempos por se tratar de uma fonte
de energia renovavel e seu uso sustentavel ndo trazer danos ao meio ambiente. Entre as
fontes de biomassa, destacam-se o0s Oleos vegetais, por proporcionar uma fonte
descentralizada de energia e um apoio a agricultura familiar (Ramos, 2003). O
biodiesel, uma fonte alternativa, é produzido principalmente a partir de 6leos vegetais,

derivado da polpa ou semente de oleaginosas (Lima et al., 2008).

A macauba tem sido caracterizada como espécie promissora para producao de
biodiesel, devido o alto teor de 6leo presente no fruto (Neto, 2012). A palmeira pode ser
produtiva por mais de 100 anos, sendo que, a alta produtividade é alcancada apds quatro
anos de crescimento (Moura et al., 2010). A produtividade de 6leo vegetal pode chegar
a4.000 L - ha®- ano™ (Figura 2) (Nucci, 2007; Oliveira et al., 2012). Entre as plantas
oleaginosas, a macauba é a segunda mais produtiva (1500 a 5000 kg 6leo ha™), inferior

apenas ao dendezeiro (Elaeis guineensis) (Moura et al., 2010).

Em Minas Gerais, a regulamentagdo da lei n® 19.485/2011 — Prd-Macauba,
instituiu a politica estadual de incentivo ao cultivo, a extracdo, a comercializacdo, ao
consumo e a transformacdo da macalba e das demais palmeiras oleaginosas,
demonstrando dessa forma, a demanda crescente por energias renovaveis, que atendam
as diretrizes de sustentabilidade ambiental, social e econdmica definidas no Programa
Nacional de Producéo e Uso de Biodiesel (PNPB) (Filho et al., 2012).

O cultivo da macauba é realizado por um grande numero de pequenos
produtores, caracterizando importancia socioecondmica, no entanto, € realizado de
forma extrativista (Manfio, 2012). Dentre os impactos negativos da acdo extrativista,
destacam-se o decréscimo na taxa de producdo das sementes, germinacdo e
estabelecimento das plantulas; ruptura do processo de interacdo planta-animal e

diminuicdo da reposicdo de nutrientes do solo (Lorenzi, 2006).

Apesar da alta potencialidade da macauba para geracdo de renda, verifica-se
auséncia de informacgdes botanicas, ecoldgicas e agronémicas que possibilitariam a
implantacdo de sistemas de cultivo ou manejo sustentavel da espécie, sendo que, o
estabelecimento do plano de manejo adequado permitiria 0 uso racional dos recursos

naturais, fornecendo ainda, beneficios para familias brasileiras (Lorenzi, 2006).
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Figura 2: Comparacdo da capacidade produtiva de 6leo vegetal entre algumas espécies

de oleaginosas (Adaptado de Nucci, 2007).

2.3 Micro-organismos associados a planta

A disponibilidade de nutrientes e a consideravel estabilidade ambiental torna a

fitosfera um atrativo habitat para os micro-organismos (Saito et al., 2007).

Micro-organismos que colonizam a superficie de érgdos vegetais sdo conhecidos
como epifiticos (Saikonnen et al., 2004). J& os micro-organismos conhecidos como
endodfitos colonizam o interior dos tecidos saudaveis da planta, sendo o tecido
hospedeiro transitoriamente assintomatico (Ding et al., 2010). Esse termo pode ser
aplicado para bactérias, fungos e algas que passam toda vida ou parte do seu ciclo de
vida na regido do apoplasto ou simplasto dos tecidos da planta hospedeira (Gond et al.,
2012). Muitas espécies podem ainda desenvolver colonizagdo endofitica e epifitica
possuindo, dessa forma, capacidade de oscilar entre esses dois nichos (Sobral et al.,
2004).

Embora a relagdo planta-enddfito tenha sido relatada como relagdo de
mutualismo, estudos mais recentes mostram que essa intera¢do € ainda mais complexa,
envolvendo fluxos multidirecionais, influéncia de fatores bidticos e abioticos e interagdo

de multiplas espécies (Saikkonen et al., 2004).
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Estima-se que cada uma das 300 mil espécies de plantas vasculares existentes no
planeta seja hospedeira de um ou mais endofitos (Strobel et al., 2004). Apesar de ser
grande a diversidade de plantas e o nimero de micro-organismos endofiticos associados
a elas ser ainda maior, pouco é conhecido sobre a microbiota associada as espécies
vegetais. Segundo Rosenblueth & Martinez-Romero (2006) este fato pode ocorrer
devido a dificuldade de isolamento e cultivo de alguns desses endofitos. Tentativas para
avaliar a populagdo microbiana de determinada planta podem gerar resultados variados
dependendo do meio de cultivo utilizado para isolamento, condi¢des de crescimento da
planta hospedeira, localizagcdo geografica da planta, maneira pela qual o tecido vegetal
foi processado, dentre outros (Lodewyckx et al., 2002). Fatores como a rotagdo de
culturas, a idade da planta e alteragcbes no solo podem modificar as populagdes ou
densidade de patogenos e também a diversidade da microbiota endofitica (Hallmann et
al., 1997; Islan et al., 2010).

Alguns endofitos podem ser verticalmente transmitidos a proxima geracdo da
planta por meio das sementes, e alguns fungos podem ser transmitidos horizontalmente

por meio de esporos dispersos pelo ar (Hartley & Gange, 2009).

Os micro-organismos podem penetrar na planta hospedeira para obter dgua e
nutrientes, por meio da degradacdo na parede celular, criando dessa forma, lesdes nos
tecidos vegetais por meio de disrup¢do enzimatica ou fisica (Hématy et al., 2009).
Alguns estudos relatam o papel da interacdo entre micro-organismos endofiticos e
epifiticos e seus hospedeiros. Bactérias epifiticas beneficiam dos exsudatos das raizes
(Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006). Endofitos colonizam os tecidos vegetais
saudaveis e em troca obtém nutricdo e abrigo, estando em uma situacdo favoravel para
promover o crescimento da planta, sintetizando fitormdnios e enzimas, fixando
nitrogénio atmosférico, podendo ainda possibilitar o controle biolégico de patégenos,
por meio da producdo de metabolitos funcionais, tais como alcaldides, macrolactonas e
esqueletos ciclopeptidicos (Bérdy, 2005; Gond et al.,, 2012; Granér et al., 2003,
Saikkonen et al., 2004; Yrjéla et al., 2010).

2.4 Sintese de exoenzimas por bactérias
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As enzimas sdo proteinas vitais capazes de catalisar reacfes bioquimicas com
alta especificidade, aumentando em até 10* vezes a velocidade das reaces das quais
participam (Oliveira et al., 2006). Enzimas de origem microbiana sdo utilizadas em
larga escala na industria téxtil, na fabricacdo de papel, detergente, alimentos, produtos
farmacéuticos e na biologia molecular (Carrim et al., 2006; Oliveira et al., 2006).
Depois dos antibidticos as enzimas sdo os produtos mais explorados pela industria
biotecnoldgica (Oliveira et al., 2006).

A maioria das enzimas comercialmente utilizadas sdo produzidas por micro-
organismos (Sharma et al., 2001). Dentre as caracteristicas que conduzem a utilizagédo
das enzimas de origem microbiana, destacam-se a susceptibilidade a manipulacéo
genética, ampla diversidade bioquimica, rapido crescimento dos micro-organismos em
meios de cultivo de baixo custo e alta produtividade em um curto periodo de tempo,
apresentando desta forma, vantagens em relacéo as enzimas de origem vegetal e animal
(Andualema & Gessesse, 2012; Carrim et al., 2006; Hasan et al., 2006; Oliveira et al.,
2006). Além disso, enzimas de origem microbiana apresentam maior estabilidade,
quando comparadas com enzimas de origem animal e vegetal (Hasan et al., 2006).

Apenas cerca de 2% dos micro-organismos presentes no mundo foram testados
quanto a capacidade de producdo enzimatica, sendo que linhagens bacterianas sdo as
mais utilizadas, por apresentarem atividades mais altas, quando comparadas com

leveduras e fungos filamentosos (Hasan et al., 2006).

As enzimas microbianas apresentam importantes implicacdes ecoldgicas. A
producdo de enzimas hidroliticas extracelulares, como celulases, proteases, amilases
pode contribuir grandemente para o crescimento e sobrevivéncia da populacdo
bacteriana (Gorlach-Lira & Coutinho, 2007). Além disso, as bactérias desempenham
importante papel na decomposicdo de matéria organica vegetal por meio da producao de
exoenzimas, contribuindo assim, para o fluxo de energia e ainda para a liberacéo de CO,

atmosférico (Hendricks et al., 1995).

Ha sempre uma chance de encontrar micro-organismos produtores de novas
enzimas e com propriedades cada vez melhores para a aplicacdo industrial. As
caracteristicas fisico-quimicas de diferentes habitats influenciam o desenvolvimento de

numerosas adaptacdes moleculares, por parte dos micro-organismos. A diversidade
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microbiana é o recurso mais importante para a obtencéo de novos produtos e processos

biotecnoldgicos (Gupta et al., 2002).

2.4.1 Amilases

O amido é um polimero de glicose constituido de amilose e amilopectina. A
amilose é um polimero linear constituido de até 6000 unidades de glicose unidas por
ligagBes glicosidicas a-(1,4) (Figura 3a), ja a amilopectina consiste em pequenas cadeias
lineares de glicose unidas por ligacdes a-(1,4) e cadeias laterais unidas por ligagdes a-

(1,6) (Figura 3b) (Maarel et al., 2002).

As amilases sdo enzimas com capacidade de hidrolisar moléculas de amido,
resultando em polimeros progressivamente menores constituidos de unidades de glicose
(Chen et al., 2005). As endoamilases clivam liga¢des glicosidicas a-(1,4) nas cadeias de
amilose e amilopectina, ja as exoamilases, como a [-amilase, glucoamilase e
amiloglucosidase, clivam tanto liga¢des glicosidicas a-(1,4), quanto a-(1,6) (Agrawal et
al., 2005; Maarel et al., 2002).

Essas enzimas apresentam importancia biotecnoldgica devido as diversas
aplicagdes industriais. Na panificagcdo, as amilases hidrolisam o amido presente na
farinha, aumentando assim, a taxa de fermentacdo por leveduras; além disso, sdo
utilizadas no pré-tratamento de alimentos para animais aumentando a digestibilidade das
fibras, e na clarificacdo de cervejas e sucos (Agrawa et al., 2005; Souza & Magalhdes,
2010). As amilases presentes na formulacdo de detergentes degradam residuos de
alimentos ricos em amido, apresentando dessa forma, capacidade de remocdo de
manchas. Essas enzimas sdo utilizadas ainda nas industrias farmacéutica, téxtil e de
papel (Chen et al., 2005; Khokhar et al., 2011; Souza & Magalhaes, 2010).

Embora sejam produzidas por diferentes organismos, tais como plantas e
animais, as amilases de origem microbiana geralmente atendem a demanda industrial
(Gupta et al., 2003; Souza e Magalhaes, 2010). Dentre as amilases utilizadas na
industria, destacam-se as de origem fungica e bacteriana, sendo o género Bacillus o
principal produtor de a- amilase de aplicacdo industrial (Khokhar et al., 2011; Gupta et
al., 2002; Souza e Magalhaes, 2010).
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Devido a importancia industrial das amilases, ha um continuo interesse no
isolamento de linhagens bacterianas produtoras de amilases, e que sejam bem adaptadas
as aplicacdes industriais (Chen et al., 2005).

cadeia principal
ligagdes (cc1—4) B

Figura 3: Polimeros constituintes do amido; a) Estrutura quimica da
amilose; b) Estrutura quimica da amilopectina (http://gnint.sbg.org.br)

2.4.2 Lipases

O papel fisiologico das lipases é hidrolisar triglicerideos em diglicerideos,
monoglicerideos, &cidos graxos e glicerol (Hansan et al., 2006).

Essas enzimas sdo amplamente distribuidas em plantas, animais, e micro-
organismos como bactérias, fungos e leveduras (Ghasemi, 2011). As lipases
microbianas apresentam varias aplicacdes, nas industrias téxteis, de alimentos,
cosméticos, farmacéutica, agroguimico e tratamento de aguas residuérias, no entanto, a
maior aplicacdo dessas enzimas € na formulacdo de detergentes, que corresponde a 32%

da producédo comercial de lipases (Ghasemi, 2011; Sharma et al., 2001).

A maioria das lipases usualmente comercializadas séo € origem microbiana, e as
lipases bacterianas apresentam-se mais estaveis quando comparadas as de origem
animal e vegetal (Hansan et al., 2006; Willerding et al., 2011). Micro-organismos
produtores de lipases tém sido isolados de oleaginosas, laticinios, solo contaminado

com Gleo, alimentos em decomposicéo e residuos industriais (Sharma et al., 2001).
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Os diferentes tipos de reacbes que as lipases podem catalisar na auséncia de
cofator, a alta estabilidade em solventes organicos e a capacidade de catalisar reagdes
especificas, demonstram o potencial dessas enzimas na aplicacdo biotecnoldgica
(Ghasemi, 2011).

2.4.3 Celulases

A celulose constitui o polimero mais abundante do planeta, sendo encontrada
como constituinte estrutural da parede celular de plantas e algas. No entanto, este
polimero ndo se acumula no ambiente devido a existéncia de fungos e bactérias
celuloliticas, desempenhando importante papel na ciclagem de carbono na biosfera
(Quiroz-Castaneda & Folch-Mallol, 2011).

Como alternativa para producdo de biocombustiveis, no lugar de combustiveis
fésseis, a celulose tem despertado a atencdo nas Ultimas décadas (Watanabe et al.,
2012). Formada por unidades de D-glucose unidas por ligacoes B-1,4 e ligacdes de
hidrogénio responsaveis pela formacdo das fibras (Figura 4), a celulose ao ser clivada
por celulases resulta em acUcares passiveis de serem convertidos para producdo de
bioetanol (Deswal et al., 2012; Lin et al. 2012; Watanabe et al., 2012).

O mecanismo de hidrolise da celulose envolve a acdo sinérgica de trés enzimas:
endo-p-1,4-glucanase, exoglucanase e p-glucosidase (Lin et al., 2012). As
exoglucanases atuam nas extremidades da cadeia de celulose e liberam como produto f3-
celobiose, enquanto as endoglucanases atacam randomicamente ligacGes O-glicosidicas,
resultando em cadeias de diferentes comprimentos. As B-glicosidases por sua vez agem
especificamente nos dissacarideos da B-celobiose, produzindo glicose (Kuhad et al.,
2011).

Dentre as bactérias celuloliticas, destacam-se géneros como Pseudomonas e

Actinomicetos, Bacillus, Cellulomonas e Clostridium (Heck et al., 2002).
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Ligacdo B-1,4

Figura 4: Estrutura quimica linear da celulose (Donini et al., 2010).

2.4.4 Xilanases

A Xilana é a mais abundante das hemiceluloses, um polimero estrutural
constituido de residuos de D-xilopiranose, unidos por ligagdes B-1,4 (Heck et al., 2002;
Kim et al., 2009; Uffen, 1997). Vérias enzimas constituem a familia das xilanases,
clivando a xilana em diferentes sitios e produzindo diferentes produtos. Existem trés
tipos principais: endo-1,4-p-D-xilanases, ou endoxilanases que clivam a xilana por meio
da hidroélise de ligagdes B-1,4 (Figura 5a), B-D-xilosidases, ou xilosidases que clivam
unidades monoméricas de xilose a partir da extremidade ndo redutora de um polimero
(Figura 5b), e demais enzimas que clivam grupos especificos da cadeia polimérica
(Goldman, 2009; Uffen, 1997).

Esse polimero esta presente na parede celular de plantas lenhosas e no material
de reserva das sementes, sendo ainda a segunda fracdo vegetal mais abundante na
natureza, compreendendo mais de 30% do carbono orgéanico renovavel do planeta
(Goldman, 2009; Heck et al., 2002).

Bactérias e fungos produtores de Xilanases estdo amplamente distribuidos na
natureza. Alguns desses micro-organismos sao saprofiticos, outros sdo de vida livre,
sendo encontrados no solo ou na agua, e ainda no intestino de animais herbivoros ou
insetos (Kim et al., 2009; Uffen, 1997). Xilanases microbianas tém despertado interesse
nas Ultimas decadas, devido as inumeras aplicacdes em varios processos industriais, tais
como, melhoria nutricional de materiais lignocelul6sicos, clarificacdo de sucos e vinhos

e producdo de papel (Goyal, 2008).
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Xilanases produzidas por bactérias apresentam maior estabilidade e temperatura
6tima mais elevada, quando comparadas com xilanases de origem fungica (Bakri et al.,
2008). Dentre os géneros bacterianos que apresentam atividade xilanolitica, destacam-se

Bacillus, Streptomyces, Clostridium, Pseudomonas e Bacteroides (Uffen, 1997).
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Figura 5: Pontos de clivagem na xilana, por endoxilanases (a) e xilosidades (b)
(Goldman, 2009).

2.4.5 Proteases

As proteases estdo entre as principais enzimas de interesse industrial, dominando
0 mercado de enzimas com aproximadamente 40% do total de vendas (Gupta et al.,
2002; Sharma et al., 2001).

O melhoramento de técnicas na producdo, purificacdo e caracterizagdo de
proteases microbianas permite o sucesso na aplicacdo em larga escala dessas enzimas no
tratamento de couros, producdo de laticinios, detergentes, nas inddstrias farmacéutica,
quimica e de alimentos (Dutta & Banerjee, 2006; Rai & Mukherjee, 2009).

O aumento do uso industrial de proteases tem conduzido a necessidade de
descoberta de proteases mais especificas, capazes de agir em determinados substratos
sem interferir em outros, e que apresentem caracteristicas bem definidas para utilizagéo

no processo de escolha (Rodarte et al., 2011).
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Brar & colaboradores (2007) relatam o papel funcional das proteases
bacterianas, que podem ser intracelulares, participando de processos metabdlicos, tais
como diferenciacdo celular, esporulacdo e maturacdo enzimatica ou extracelulares,
catalisando a hidrdlise de proteinas presentes no meio, podendo as células bacterianas a

partir dai, absorverem e utilizarem os produtos hidrolisados.

As proteases de origem bacteriana destacam-se, quando comparadas as proteases
produzidas por leveduras, fungos, plantas e animais, uma vez que sdo facilmente
produzidas em larga escala, termoestaveis e atingem uma ampla faixa de pH (Banik &
Prakash, 2004). A maioria das serinas proteases alcalinas, grupo dominante de proteases
produzidas por micro-organismos, € produzida por bactérias pertencentes ao género
Bacillus (Banerjee et al., 1999; Brar et al., 2007). Dentre as espécies empregadas
industrialmente na producdo de proteases destacam-se Bacillus licheniformis, B. subtilis
e B. pumilus (Gupta et al., 2012).

2.4.6 Pectinases

Enzimas pectinoliticas catalisam a degradacdo de substancias pécticas (Phutela
et al.,, 2005). Estas substancias formam um complexo de polissacarideos acidos,
compostos de unidades de &cido galacturdnico unidos por ligagdes a-(1,4) parcialmente
esterificados e neutralizados por uma ou mais bases (ions sodio, potassio ou amdnio)
(Figura 6) (Alkorta et al., 1997).

As pectinas formam o maior componente da lamela média, uma fina camada de
material adesivo extracelular entre as paredes primarias de células de vegetais

superiores (Uenojo & Pastore, 2007).

As pectinases podem ser divididas em dois grupos, as esterases, COmo a esterase
de pectina (PE), que hidrolisa grupos metil éster da pectina, e depolimerases,
representadas por poligalacturonase (PG) que hidrolisa ligacdes glicosidicas o-(1,4)
entre as unidades n&o esterificadas de 4cido galacturdnico, e pectato liase (PL) que cliva
ligacOes glicosidicas a-(1,4) por trans-eliminacéo do acido péctico (Alkorta et al., 1997,
Damasio et al., 2011; Uenojo & Pastore, 2007).
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Atualmente, as pectinases correspondem a aproximadamente 25% do mercado
mundial de enzimas (Uenojo & Pastore, 2007). Algumas das aplica¢des dessas enzimas
na industria de alimentos incluem o amadurecimento de frutas, clarificacdo e reducédo da
viscosidade em sucos de fruta, extracdo da polpa de tomate, fermentacdo de cha e
chocolate (Castilho et al., 1999; Uenojo & Pastore, 2007). Além disso, as pectinases
vém sendo utilizadas na extracdo de oleos, flavondides e pigmentos de plantas, no
tratamento de residuos vegetais, na nutricdo animal, e na degomagem de fibras nas
industrias téxtil e de papel (Castilho et al., 1999; Damaésio et al., 2011; Uenojo &
Pastore, 2007).

As pectinases sdo produzidas por plantas, fungos filamentosos, bactérias e
leveduras, no entanto, a maioria das pectinases alcalinas sdo de origem bacteriana,
principalmente de bactérias do género Bacillus (Kashyap, 2001; Uenojo & Pastore,
2007).
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Figura 6: Estrutura quimica da pectina (http://www.sigmaaldrich.com)

2.5 Bactérias e produtos bioativos

Metabdlitos secundarios tém sido a base de numerosos produtos farmacéuticos
que variam desde antibidticos a imunossupressores. Esses compostos de baixo peso
molecular podem ser produzidos em resposta a algum tipo de efeito do ambiente,
podendo ainda desempenhar importante papel na interagdo microbiana atuando como
reguladores microbianos, fatores de crescimento e componentes de sinalizacdo (Bérdy
et al., 2005; Coleman et al., 2011).
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Bactérias endofiticas sdo relativamente pouco estudadas e consideradas como
fonte potencial de novos produtos naturais de aplicagdo na medicina, agricultura e
indUstria (Muzzamal et al., 2012). Produtos naturais de origem microbiana tém sido
responsaveis por produzir uma ampla variedade de metabolitos capazes de inibir ou
matar uma grande variedade de agentes incluindo fitopatdgenos e bacterias, fungos,
virus e protozoarios que afetam humanos e animais (Strobel & Daisy, 2003; Bérdy,
2005).

Bactérias antagonistas apresentam a capacidade de inibir o crescimento de
outros organismos. Uma das estratégias dessas bactérias para inibir o crescimento de
outros micro-organismos € excretar metabolitos antifingicos, que geralmente sdo
antibidticos, toxinas e biossurfactantes (Kai et al., 2007; Raaijmakers et al., 2002).
Tanto micro-organimos epifiticos quanto os endofiticos podem estabelecer com a planta
hospedeira relagdes antagbnicas, sinérgicas, regulatorias e moduladoras a partir dos

metabolitos secundarios excretados por eles (Bérdy, 2005).

O conhecimento da interacdo epifita-micro-organismo al6ctone é uma
importante base para criacdo de tecnologias ou praticas culturais para limitar ou excluir
a sobrevivéncia de enteropatdgenos na filosfera. Heaton & Jones (2008) relatam a
producdo de substancias antagonistas produzidas por bactérias epifiticas capazes de
inibir o estabelecimento de patdgenos entéricos em superficies de hortalicas. O estudo
de bactérias associadas as plantas é importante ndo somente para o entendimento do
papel ecoldgico da interacdo bactéria-hospedeiro, mas também para a aplicacdo
biotecnoldgica desses micro-organismos (Yrjéla et al., 2010).

No grupo dos procariotos, espécies do género Bacillus e Pseudomonas sdo 0s
produtores mais frequentes de antibioticos e produtos naturais similares (Bérdy, 2005).
Com a descoberta da estreptomicina, e mais tarde do cloranfenicol, tetraciclina e
macrolideos a atencdo voltou-se para as espeécies de Streptomyces. Nos anos 50 e 60 a

maioria dos antibioticos (~70%) foi descoberta a partir dessas espécies (Bérdy, 2005).

Enquanto plantas sdo amplamente estudadas como fonte de metabdlitos
bioativos, 0s micro-organismos associados aos seus tecidos tém recebido pouca atencéo,
representando uma abundante fonte de novos componentes quimicos bioativos (Strobel
et al., 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Isolar e identificar bactérias associadas aos frutos da macauba (A. aculeata) coletados
diretamente da palmeira e com diferentes periodos de deposicdo no solo e avalia-las
quanto a producdo de exoenzimas de interesse industrial e metabdlitos com atividade

antimicrobiana.

3.2 Objetivos Especificos

e Coletar os frutos da macalba (A. aculeata) diretamente do cacho e com
diferentes periodos de deposicdo no solo de uma populacdo de ocorréncia
natural em Casa Branca, Brumadinho-MG;

e Isolar e identificar bactérias epifiticas, endofiticas e associadas a polpa dos
frutos da macadba; por meio de técnicas moleculares utilizando os iniciadores
8F e 907R,;

e Auvaliar o potencial das bactérias isoladas quanto a producdao em meio solido das
exoenzimas amilase, lipase, celulase, xilanase, protease e pectinase;

e Preparar extratos organicos dos isolados bacterianos obtidos;

e Depositar 0s extratos bacterianos obtidos na extratoteca do Laboratério de
Quimica de Produtos Naturais da Fiocruz-MG, para estudos de bioprospec¢édo;

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos isolados bacterianos contra
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Candida albicans, C.
Krusei, C. tropicalis, Aspergillus fumigatus, Fusarium solani e Penicillium

oxalicum por meio do teste de difusdo em agar.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area de coleta e amostragem

A regido selecionada para coleta dos frutos da macauba foi Casa Branca, situado
em um vale na regido serrana (sul) da grande Belo Horizonte, no entorno do Parque

Estadual da Serra do Rola-Moca, municipio de Brumadinho, Minas Gerais (Figura 7).

Casa Branca - MG, Brasil

- Palmeira 6

Palmeira 7

Palmeira 5 fglmeura 3

Palmeira 4

Palmeira 2 4 Palmeira 1

011 DigitalGlobe
© 2011 GeoEye

® 2011 MapLink/Tele Atlas
B8/1/2009 2 | 2007 20°06'45.18"S 44°02°51.31"0 elev 807 m

Figura 7: Imagens de satélite da regido de Casa Branca, municipio de
Brumadinho — Minas Gerais, e a localizacdo aproximada das palmeiras onde

foram coletados os frutos.

Neste trabalho foram realizadas seis coletas sistematicas nos meses de Abril e
Maio de 2011. Na primeira coleta foram selecionadas ao acaso 7 palmeiras de formagéo
nativa, e coletados 4 frutos de cada palmeira T, (Coleta na palmeira antes da queda
natural). Ainda nesta primeira coleta, 20 frutos de cada uma das 7 palmeiras foram

depositados no solo proximo as palmeiras, no interior de sacos de nylon tipo
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engranzamento e protegidos com uma tela de viveiro (Figura 8), sendo que cada saco
continha 4 cocos. Nas coletas subsequentes, 4 frutos de cada uma das palmeiras, foram
coletados com 7, 14, 21, 28 e 35 dias de permanéncia no solo. A coleta de frutos com
diferentes periodos de deposicdo no solo teve como objetivo simular as condic¢des de
coleta dos frutos pelas populacdes rurais e ainda avaliar o efeito da exposicdo a
diferentes intempéries (umidade, temperatura, contato com solo e danos fisicos) na

microbiota associada aos frutos.

Apos a coleta em campo, os frutos foram transportados para o Laboratério de
Microbiologia Aplicada sob refrigeracdo, onde foi realizado o processamento das

amostras e isolamento da microbiota associada aos frutos.

e E s . N 1

Figura 8: Armazenamento dos frutos da macauba sob a
palmeira.

4. 2 Isolamento e preservacgao de bactérias associadas aos frutos da macauba

4.2.1 Isolamento e preservagdo de bactérias epifiticas associadas aos frutos da
macauba

Para o isolamento das bactérias epifiticas, 100mL de solucdo salina esteéril

(0,85%) foi adicionado em sacos plasticos de primeiro uso, no qual estavam 0S cOCOS.
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Estes sacos foram imersos em aparelho ultrassdnico por 10min. Em seguida, 1mL desta
solucdo foi diluida serialmente ¢ 100 pL de cada uma das dilui¢des (1072, 10° e 10
foram plagueadas em meio TSA (Trypic Soy Agar) 5% (Difco — USA), suplementado
com Benomyl 50 pug/mL (Sigma-Aldrich, EUA), utilizado para inibir o crescimento
fangico. As placas foram incubadas a 37°C por até 72h, durante esse periodo 0s
diferentes morfotipos foram enumerados (UFC/g) e purificados em novas placas de
Petri contendo meio TSA. Os isolados bacterianos obtidos foram preservados em caldo
nutriente com 20% de glicerol a — 80 °C e mantidos por repiques sucessivos em tubos
contendo agar nutriente inclinado, mantidos a 4 °C. Todos os isolados obtidos durante o
estudo foram depositados na Colecdo de Micro-organismos do Laboratério de
Microbiologia Aplicada.

4.2.2 Isolamento e preservacdo de bactérias endofiticas da casca dos frutos da

macauba

Para o isolamento das bactérias endofiticas, os cocos coletados foram, inicialmente,
limpos superficialmente com detergente neutro e enxaguados com agua em abundancia.
Trés fragmentos do epicarpo, de tamanhos semelhantes (aproximadamente 1cm?) foram
retirados do fruto com o auxilio de uma micro retifica, sendo posteriormente imersos
em éalcool 70% (1 minuto), hipoclorito de sodio (3 minutos) e agua destilada (2
minutos). Apo6s a desinfeccdo superficial, os fragmentos foram transferidos para placas
de Petri contendo meio de cultura TSA (Trypic Soy Agar) 5% (Difco — USA)
suplementado com Benomyl 50 ug/mL (Sigma-Aldrich, EUA) para inibicdo do
crescimento flingico. Apés incubacdo a 28°C por até 72 horas, os diferentes morfotipos
foram enumerados (UFC/g) e purificados em novas placas de Petri contendo meio TSA.
O método de preservacdo destes micro-organismos foi realizado de acordo com o0s

protocolos descritos no item 4.2.1.
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4.2.3 lIsolamento e preservacdo de bactérias associadas a polpa dos frutos da

macauba

Para o isolamento de bactérias associadas a polpa, 1g do mesocarpo de cada
fruto foi triturado em Ultra Turrax (Marconi, Brasil) com 9 mL de solucéo salina estéril
(0,85%). Em seguida, aliquotas de 1 ml desta suspensdo foram diluidas serialmente. De
cada uma das dilui¢des (10, 107 e 10®), aliquotas de 100 pL foram plaqueadas em
meio de cultura TSA (Trypic Soy Agar) 5% (Difco — USA) suplementado com
Benomyl 50 pg/mL (Sigma-Aldrich, EUA) para inibicdo do crescimento fungico. Apos
incubagdo a 37°C por até 72h, os diferentes morfotipos foram enumerados (UFC/g) e
purificados em novas placas de Petri contendo meio TSA. O método de preservacdo
destes micro-organismos foi realizado de acordo com os protocolos descritos no item
4.2.1.

4.3 ldentificacdo das bactérias

4.3.1 Extragéo do DNA total

Para a extracdo do DNA total foi utilizado o protocolo de Pitcher e
colaboradores, (1989), com modificacGes. Os isolados foram previamente cultivados em
meios agar BHI ou TSA por 24h a 37°C. Ap06s o crescimento, as coldnias foram
ressuspendidas em 300uL de tampdo TE (Tris-EDTA+lisozima) adicionadas de uma
porcdo de vidro triturado, e em seguida, homogeneizados em agitador de tubos do tipo
vortex por 2min. Apds incubacdo em banho-maria a 37°C por 2h, 600uL da solugdo de
tiocianato de guanidina 5 mol.L*, EDTA 100mmol.L™? (pH 8,0) e sarcosil 0,5% foram
adicionados aos tubos, os quais foram agitados por inversdo e incubados por 10min a
temperatura ambiente. Em seguida, 300uL de acetato de aménio 7,5 mol.L™* foram
adicionados a resuspensdo e os tubos foram novamente agitados por inversao e
incubados por 10min em banho de gelo. Apds essa etapa, 600uL de cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1) foram adicionados e os tubos centrifugados a 9.000g por 10min. A
fase aquosa foi transferida para novos tubos de microcentrifuga de 2mL e 0 mesmo
volume de isoproponal foi acrescentado a cada tubo. Ao final desse processo, as

amostras foram incubadas a -20°C por 12h e centrifugados a 4.000g por 20min. O
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sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com etanol 70%. Essa etapa foi
repedida duas vezes, e o sedimento foi suspendido em 50uL de &gua deionizada estéril e
0s tubos estocados a 4°C. O DNA foi quantificado em nanoDrop ND 1000 (NanoDrop

Thecnologies) e a sua integridade analisada por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

4.3.2 PCR com iniciadores 8F e 907R para amplificacdo da regido 16S do rDNA

Para a reagdo de PCR foram utilizados os iniciadores 8F
(5'AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e 907R (5-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-
3"). A reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 50 uL contendo: 5uL de
tampéo de PCR 10x, 3uL MgCl,, 1uL dNTP 10 mmol.L™?, 1,5uL de cada iniciador (8F
e 907R), 2 pL de DNA (90-120ng/mL), 35,5 pL de agua deionizada estéril e 0,5 puL Taq
DNA polimerase 5U. pL *(Phoneutria). A reacéo foi realizada utilizando termociclador
(Applied Biosystems) sob as seguintes condi¢fes: desnaturacao inicial a 94°C por 5min
seguida de 26 ciclos com desnaturacdo a 94°C, anelamento inicial a 57°C e extensao a
72°C. O produto da PCR foi quantificado em nanoDrop ND 1000 (NanoDrop
Thecnologies) e a integridade do DNA analisada por eletroforese em gel de agarose
0,8%.

4.3.3 Purificacdo dos amplicons usando EDTA

Ao produto de PCR foi adicionado 11,25uL de EDTA(125 mmol.L™) e 135uL
de etanol absoluto. A mistura foi incubada por 15min a temperatura ambiente e ap6s
centrifugacdo a 6000g por 25min, o sobrenadante foi descartado. Aliquotas de 120uL de
etanol 70% foi adicionado, a cada tubo de microcentrifuga, os quais foram
homogeneizados por inversdo, centrifugados a 6000g por 10min e o sobrenadante
novamente descartado. Apds evaporacao do etanol residual, o produto foi ressuspendido
em 10uL de &gua deionizada estéril e dosado em nanodDrop ND 1000 (NanoDrop

Thecnologies).

4.3.4 Reacdo de sequenciamento

Para a reacdo de sequenciamento, foi utilizado 1puL do DNA purificado (90-
120ng/mL), 1pL do iniciador (8F-907R), 4 pL do pré-mix Kit DYEnamic™
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(Amersha, Biosciences, USA), e 4 uL de agua deionizada estéril completando assim

0 volume final de 10 pL para reagéo de PCR.

4.3.5 Precipitacdo da reacdo de sequenciamento

Para a precipitacdo da reacdo de sequenciamento 1 pL de acetato de amonio
7,5 mol.L™" foi adicionado em cada poco da placa de 96 pocos, e em seguida
adicionado 30 uL de etanol absoluto (Merck). Apds homogeneizagdo com auxilio de
vortex, a placa foi submetida a centrifugacdo a 2500g (pulso), protegida da luz e
incubada por 20min a temperatura ambiente, sendo em seguida centrifugada por
45min a 2500g. O sobrenadante foi descartado e 100 pL de etanol 70% (Merck) foi
adicionado a cada poco. A placa foi novamente centrifugada por 10min a 2500g, e 0
sobrenadante novamente descartado. ApoOs ser submetida a um pulso de 500g, a
placa foi incubada por 20-40 min protegida da luz para evaporacdo do etanol
residual. O DNA foi finalmente ressuspendido em 10 pL de Loading buffer e

armazenado a 4°C, protegido da luz, até injecdo em sistema MegaBACE ™ 1000.

4.3.6 Analise computacional das sequencias

As sequéncias foram analisadas utilizando-se o programa BLASTn (Basic Local

Alignment Serch Toll), disponivel no portal (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) para a

compara¢do com as sequencias depositadas no GenBank. Para o alinhamento das
seqliéncias nucleotidicas foi utilizado o programa CLUSTALW software package
(EMBL-EBI) (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/).

4.4 Caracterizacao do potencial de producédo de exoenzimas por bactérias

Para a avaliacdo da producdo das exoenzimas hidroliticas: amilase, celulase,
lactase, lipase, pectinase, protease e xilanase, os isolados bacterianos foram repicados
por meio da técnica de esgotamento por estria em placas contendo agar nutriente
(Neogen, Michigan) e incubados por 24h a 37°C. Apds esse periodo, col6nias dos
isolados foram ressuspendidas em solugéo salina, com o auxilio de uma alca de platina
estéril, e o in6culo foi entdo padronizado de forma a atingir a turbidez equivalente a 0,5
na escala de MacFarland. Aliquotas de Sul da suspensdo de células foram inoculados,

com o auxilio de uma micropipeta, em Placas de Petri contendo 20mL de meio,
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adicionado do substrato solido especifico para cada enzima. Foram inoculados até 5
isolados bacterianos por placa, respeitando uma distancia de 1cm da parede lateral da
placa e 2cm do indculo adjacente. Todos os testes foram realizados em duplicata. A
estimativa da producéo enzimatica foi realizada de forma semi-quantitativa, utilizando-
se um indice enzimatico (IE) que expressa a relacdo do didmetro médio do halo de

degradacéo e o diametro médio da coldnia de cada isolado bacteriano testado.

4.4.1 Amilases

Para verificar a producdo da exoenzima amilase, os isolados bacterianos, foram
inoculados em agar nutriente, acrescido de amido soltuvel 0,2% (Labsynth, Brazil).
Posteriormente as placas de Petri foram incubadas por 24 a 72 h a 37 °C. A producéo de
amilase foi confirmada através da exposicdo das placas ao vapor de iodo metélico,
observando-se halo claro ao redor das coldnias produtoras de amilase, cujo diametro foi

determinado com auxilio de paquimetro (Hankinl & Anagnostaksis, 1975).

4.4.2 Lipases

A atividade de lipases foi determinada, utilizando meio agar nutriente acrescido
de 2,5% de azeite de oliva (Gallo, Portugal) e 0,4% de NaCl. Apés o periodo de
incubacgdo de 24 a 72h a 37°C, a atividade foi determinada através da medicéo de halo
claro ao redor das col6nias bacterianas com auxilio de paquimetro (Kouker et al., 1987).

4.4.3 Celulases

A producdo de celulases foi avaliada utilizado meio solido contendo
carboximetilcelulose 1%, peptona 0,5%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 0,5%, KH,PO,4
0,1%, e agar 1,5%. As placas foram incubadas por 24 a 72h a 37 °C. Ap6s o periodo de
incubacdo 5 mL do corante vermelho congo (0,05%) foi adicionado sobre o agar, e apos
15 minutos, as placas foram lavadas com solucdo de NaCl 1mol.L™. A presenca de halo
claro ao redor da colonia foi indicativo de producdo de celulases. A atividade
celulolitica foi avaliada pela medicdo do didmetro da zona clara formada ao redor da

col6nia utilizando um paquimetro (Singh et al., 2004).

4.4.4 Xilanases
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Para detectar a producdo de xilanases, os isolados bacterianos foram cultivados
em meio constituido de xilana 4g.L™", Na;HPO,4 6 g.L*, KH,PO4 3 g.L™, NaCl 0,5 g.L™,
1mol.L™* MgSO, 1mL.L™?, Extrato de levedura 1g.L™, Ureia 2,5 g.L™?, e agar 15 g.L™.
Apbs o periodo de incubacao de 24 a 72h a 37°C, 5mL de solucdo reveladora (vermelho
congo 0,05%) foi adicionado sobre o agar e ap6s 15min, lavado com solucdo de NaCl
1mol.L™*. A presenca de halo claro ao redor do crescimento bacteriano foi indicativo da
producdo de xilanases, cujo diametro foi medido utilizando um paquimetro(Blanco &
Pastor, 1993).

4.4.5 Proteases

A atividade proteolitica foi determinada através da inoculacdo dos isolados
bacterianos em meio constituido de caseina 1% e agar nutriente 8 g.L ™. A producio de
proteases foi entdo confirmada, pela presenca de halo claro ao redor das colénias, apos o
periodo de incubacdo de 24 a 72h a 37°C, que foi medido utilizando paquimetro
(Oliveira et al., 2006).

4.4.6 Pectinases

A producdo de pectinases foi avaliada através do cultivo dos isolados
bacterianos em meio constituido de pectina 20 g.L™, extrato de levedura 1 g.L ™,
K,HPO, 1 g.L™, MgS0O, 0,5 g.L™, ZnSO, 0,01 g.L™, FeSO, 0,01 g.L™, KCL 0,5 g.L?,
NaNOs; 3 g.L ™, agar 15 g.L™. Ap6s o periodo de incubacéo de 24 a 72h a 37°C as placas
de Petri foram expostas ao vapor de iodo metalico. A atividade de pectinases foi
confirmada pela presenca de halo claro em volta da colonia, o qual foi medido por meio
de paquimetro (Cao et al., 1992).

4.5 Determinacdo da atividade antimicrobiana

A determinagdo da atividade antimicrobiana dos isolados bacterianos foi
realizada por meio do método de difusdo em &gar utilizando os seguintes micro-
organismos reveladores: Aspergillus fumigatus, gentilmente cedido pelo Instituto de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS), Fusarium solani, Penicillium oxalicum, Candida albicans ATCC 18804,
Candida krusei ATCC 298 e Candida tropicalis ATCC 750 gentilmente cedidos pelo

Laboratorio de Micologia do |Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG;
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Staphylococcus aureus ATCC 25295, Escherichia coli ATCC 18804 e Bacillus cereus
ATCC 19987 pertencentes ao laboratdrio de Microbiologia Aplicada do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da UFMG.

4.5.1 Método por difusdo em agar
4.5.1.1 Bactérias e Leveduras reveladoras

Os isolados bacterianos obtidos neste trabalho foram inoculados em placas de
Petri contendo meio BHI e incubados por 24h a 37°C. Apds o periodo de incubacéo,
aliquotas de 5uL das suspensBes dos isolados bacterianos padronizadas (D.O: 0,05 a
0,08, leitura a 625nm) foram inoculadas em meio BHI sélido. Apds incubacédo por 24h a
37°C, as bactérias foram mortas por exposicdo ao cloroférmio por 20min, deixando-se,
em seguida, evaporar o cloroférmio residual. As placas de Petri contendo as bactérias
teste foram sobrepostas com 3,5mL de meio BHI semi-sélido (0,75%) previamente
inoculado com 10 pL de uma cultura de 24h das bactérias reveladoras (Staphylococcus
aureus ATCC 25295, Escherichia coli ATCC 18804, Bacillus cereus ATCC 19987), ou
sobrepostas com 3,5mL de meio Sabouraud semi-solido (0,75%) previamente inoculado
com 20 pL de uma cultura de 48h de leveduras reveladoras (Candida albicans ATCC
18804, C. krusei ATCC 298 e C. tropicalis ATCC 750). ApGs 24h de incubacgdo a 37°C
(bactérias reveladoras) ou 48h a 28°C (leveduras reveladoras), a atividade antagonista
foi determinada através da presenca de halo de inibicdo de crescimento em torno dos

spots. O experimento foi realizado em duplicata (Gomes et al. 2006 com modificacgdes).

4.5.1.2 Fungos Filamentosos

Fragmentos de 1cm? removido das bordas de coldnias crescidas por 7 dias em
agar Sabouraud dos fungos Aspergillus fumigatus, Fusarium solani e Penicillium
oxalicum foram inoculados no centro da placa de Petri contendo meio agar batata
dextrose (BDA) (Himedia, India), spots de 5uL dos isolados bacterianos padronizados
(D.O: 0,05 a 0,08, leitura a 625nm) depositados a uma distancia de 2,5cm do fungo. As
placas foram entdo incubadas a 28°C por 72h e verificadas a cada 12h quanto a presenca
de halo de inibig&o de crescimento. O experimento foi realizado em duplicata (Sagahon

et al., 2011 com modificagdes).
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4.5.2 Cultivo das bactérias e preparo dos extratos brutos

As bactérias isoladas foram cultivadas em placas de Petri contendo meio BHI
(Brain Heart Infusion) a 37°C por 24h, em seguida foram inoculadas em frascos
Erlenmeyer contendo 200 mL de meio BHI liquido e incubados em shaker (110g) a
37°C por 72h. Ao final desse periodo, as culturas foram centrifugadas a 1.900g por
15min e o sobrenadante utilizado para sucessivas extracdes com acetato de etila na
razdo de 1:1 (v/v). Apos adicdo de 5% de sulfato de sodio anidro, a respectiva fase
organica foi concentrada em rota vapor a 45°C, e em centrifuga a vacuo “Speed Vac”,
sendo ao final do processo solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO), a uma
concentracdo de 20mg/mL, para deposito na Extratoteca do Laboratério de Quimica de
Produtos Naturais do René Rachou/FIOCRUZ. Estes extratos serdo avaliados em
ensaios bioldgicos para estudos de bioprospeccéo in vitro contra formas amastigotas de
Leishmania (Leishmania) amazonenses, formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi,
e trés linhagens de células tumorais (TK-10, MCF-7, UACC-62).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento das bactérias

Apb6s o processamento dos cocos de forma a isolar bactérias epifiticas,
endofiticas da casca e associadas a polpa, foram obtidos ao todo 94 isolados, que foram
selecionados com base nas caracteristicas macro morfoldgicas (coloracdo, tamanho,
aspecto da coldnia e outras particularidades) visualizadas ap6s um periodo de incubacéo
de até 72h a 37°C em meio de cultura (Trypic Soy Agar) 5%. Os morfotipos descritos
foram, em seguida, isolados em novas placas contendo meio TSA, obtendo-se, dessa
forma, culturas puras (Tabela 1).

Quanto & coloragéo das colbnias, observou-se que 22 eram brancas, 18 amarelas,
8 transparentes, 20 cor creme, 17 beges, 3 vermelhas, 3 laranjas, 2 salmdo e 1 marrom.
No que diz respeito ao tamanho das coldnias observou-se que 38 eram pequenas, 26
médias e 32 grandes, e quanto ao aspecto, foi observada 28 colbnias rugosas e 66 lisas.

O cddigo de referéncia utilizado para esses isolados foi LMA, referindo-se ao
Laboratorio de Microbiologia Aplicada, local em que todos os experimentos foram
realizados. Dos 94 isolados obtidos 51 (54,25%) estavam associados a parte externa da
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casca (epicarpo) sendo definidos como epifitas, 19 (20,21%) foram isolados da parte
interna da casca dos frutos (enddfitos da casca) e 24 (25,53%) isolados estavam

associados ao mesocarpo (associados a polpa) (Figura 9).

m Bactérias epifiticas m Bactérias associadas a polpa
Bactérias associadas a casca

54,25%

25,53%

Figura 9: Proporcdo de bactérias isoladas de diferentes partes dos frutos da macauba.

Os isolados foram ainda caracterizados quanto a reacgdo tintorial de Gram, no
qual observou-se que 35 isolados (37,23%) sdo bacilos Gram-negativos, 20 (21,28%)
séo bacilos Gram-positivos , 31 (32,98%) séo cocos Gram-positivos e apenas 8 (8,51%)
sdo cocos Gram-negativos. Foi possivel verificar ainda que 39 (41,49%) dos isolados
sdo cocos, 55 (58,51%) bacilos, 51 (54,26%) Gram positivos e 43 (45,74%) Gram
negativos (Tabela 1).
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Tabela 1: Descricdo das bactérias associadas aos frutos da macaiba, com relacdo a

parte dos frutos de que foram isoladas, reacdo tintorial de Gram e caracteristicas macro

e micro morfoldgicas.

Codigo Origem Coloracdo de Gram Caracteristicas macro morfologicas das col6nias
LMA 01 EC Bacilo Negativo Transparente, média, borda irregular, rugosa

LMA 02 EP Bacilo Positivo  Creme, Pequena, Lisa

LMA 03 EP Bacilo Negativo Amarela vibrante, pequena, lisa

LMA 04 AP Cocos Negativo Amarela clara, Pequena, lisa, Bolinha amarela central
LMA 05 EP Bacilo Positivo  Bege amarelada, grande, rugosa, opaca, borda irregular
LMA 06 EP Bacilo Positivo  Amarela transparente, média, lisa

LMA 07 AP Bacilo Positivo  Bege transparente, Média, Borda transparente

LMA 08 AP Cocos Negativo Transparente, muito pequena, lisa, “nevoa”

LMA 09 EP Cocos Negativo Vermelha, Pequena, Lisa

LMA 10 AP Bacilo Negativo Branca, grande, muito rugosa, opaca, alto relevo
LMA 11 EC Cocos Positivo  Creme transparente, pequena , lisa

LMA 12 EC Bacilo Positivo  Amarela clara, média, opaca, lisa

LMA 13 EP Bacilo Negativo Bege, grande, rugosa, aspera, borda irregular

LMA 14 EP Cocos Positivo  Laranja, média, lisa, borda amarelada

LMA 15 EP Cocos Negativo Bege transparente, grande, opaca, circulos centrais
LMA 16 AP Bacilo Positivo  Laranja vibrante, grande, muito rugosa

LMA 17 EP Bacilo Negativo Bege, grande, muito rugosa, borda elevada

LMA 18 EP Bacilo Negativo Transparente, pequena, lisa

LMA 19 AP Cocos Positivo  Branca, pequena, lisa

LMA 20 AP Cocobacilo Negativo Creme leitosa, média, lisa

LMA 21 EP Bacilo Positivo  Creme, grande, opaca, rugosa, aspera

LMA 22 AP Bacilo Positivo  Branca, grande, muito rugosa, opaca, alto relevo
LMA 23 EP Bacilo Negativo Amarela, média, lisa, borda eshranquicada

LMA 24 EP Cocos Positivo  Creme transparente, média, lisa,

LMA 25 EP Bacilo Positivo  Amarela Clara, grande e escura no centro, lisa

LMA 26 EP Bacilo Negativo Bege amarelada, grande, rugosa, opaca, borda irregular
LMA 27 EP Bacilo Negativo Amarela transparente, grande, lisa

LMA 28 EP Bacilo Negativo Creme esbranquicada, pequena, pouco opaca, lisa
LMA 29 AP Bacilo Negativo Branca transparente, pequena, lisa

LMA 30 EP Bacilo Positivo  Bege amarelada, grande, rugosa, opaca, borda irregular

EP — Epifitico; EC — Endofitico da casca; AP - Associados a polpa.
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Continuacao tabela 1.

Coloragdo de

Codigo Origem Gram Caracteristicas macro morfoldgicas das colonias
LMA 31 EC Cocos  Positivo  Branca creme, média, lisa

LMA 32 EP Bacilo Negativo Creme transparente, pequena, lisa

LMA 33 EP Bacilo Negativo Amarela, média, aspera, opaca, umbilicada

LMA 34 EP Bacilo  Positivo Creme transparente, pequena, rugosa

LMA 35 EP Cocos  Positivo  Bege, grande, lisa, Borda branca rajada

LMA 36 EP Bacilo  Positivo  Vermelha, pequena, rugosa

LMA 37 EP Cocos  Positivo  Amarela opaca, média, lisa

LMA 38 EP Bacilo Positivo Amarela Clara, grande, escura no centro, rugosa
LMA 39 AP Cocos  Positivo  Creme, pequena, lisa, borda transparente

LMA 40 EP Bacilo  Positivo Creme amarelada, pequena, lisa

LMA 41 EP Bacilo Negativo Branca leitosa, pequena, lisa

LMA 42 EP Cocos  Positivo  Transparente, pequena, lisa

LMA 43 EP Cocos  Positivo  Branca amarelada, pequena, lisa

LMA 44 AP Cocos  Positivo  Amarela, pequena, lisa, bolinha amarela central
LMA 45 AP Cocos  Positivo  Branca transparente, pequena, lisa

LMA 46 AP Bacilo  Positivo Bege, grande, lisa, borda irregular

LMA 47 EP Bacilo  Positivo Branca leitosa, pequena, lisa

LMA 48 EP Bacilo  Positivo  Creme leitosa, média, lisa

LMA 49 AP Bacilo  Positivo Branca amarelada, grande, rugosa, opaca

LMA 50 AP Bacilo  Positivo Bege, grande, lisa, opaca

LMA 51 AP Bacilo Negativo Bege tranparente, média, umbilicada, circulo no centro
LMA 52 EP Bacilo  Positivo Branca, grande, rugosa, opaca, “alto relevo”

LMA 53 EC Bacilo  Positivo Bege amarelada, grande, transparente, rugosa, lisa
LMA 54 EP Cocos  Positivo  Creme amarelada, média, lisa, circulo no centro
LMA 55 EP Bacilo  Positivo Salmdo, pequena, lisa

LMA 56 AP Bacilo Negativo Transparente, média, borda irregular

LMA 57 AP Cocos  Positivo  Branca perolada, pequena, lisa

LMA 58 AP Cocos  Positivo  Branca transparente, pequena, pontinhos branco lisa
LMA 59 EP Bacilo Negativo Amarela, borda transparente, escura no centro, lisa
LMA 60 EP Cocos  Positivo  Branca leitosa, grande, lisa

EP — Epifitico; EC — Endofitico da casca; AP - Associados a polpa.
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Continuacao tabela 1.

Coloragdo de

Codigo Origem Gram Caracteristicas macro morfoldgicas das colonias
LMA 61 EP Bacilo  Positivo  Branca, média, lisa, opaca, borda amarelada rajada
LMA 62 EP Bacilo Negativo Marrom transparente, grande, lisa

LMA 63 EP Cocos  Positivo  Creme, pequena, lisa, borda transparente

LMA 64 AP Cocos  Positivo Laranja rose, média, lisa, opaca, borda irregular
LMA 65 AP Cocos  Positivo  Creme perolada, muito pequena, lisa

LMA 66 EP Bacilo Positivo Amarelada transparente, grande, lisa

LMA 67 EP Cocos  Positivo Amarela esbranquicada, pequena, rajadas, rugosa
LMA 68 AP Bacilo Negativo Bege, grande, muito rugosa, opaca

LMA 69 AP Cocos  Positivo  Transparente esbranquicada, pequena, lisa

LMA 70 EC Bacilo  Positivo Branca bege, grande, muito rugosa, opaca, “verruga”
LMAT71 EP Bacilo Negativo Creme transparente, muito pequena, lisa

LMA 72 EC Bacilo Negativo Branca, opaca, borda irregular, grande, rugosa

LMA 73 EP Bacilo  Positivo Bege amarelada, grande, lisa, spera, borda irregular,
LMA 74 EP Bacilo  Positivo Creme, muito pequena, lisa

LMA 75 AP Cocos  Positivo  Creme, pequena, lisa, borda transparente

LMA 76 AP Cocos  Positivo  Branca creme, média, lisa, borda transparente

LMA 77 AP Cocos  Positivo  Amarela escura transparente, média, lisa

LMA 78 EP Cocos  Positivo  Creme leitosa, média, lisa

LMA 79 AP Bacilo Negativo Amarela escura, média, muito aspera, borda irregular
LMA 80 AP Bacilo Negativo Branca, média, lisa, pouco opaca, borda irregular
LMA 81 EP Bacilo Negativo Amarela, grande, lisa

LMA 82 EP Cocos  Positivo Bege amarelada, grande, rugosa, aspera, borda irregular
LMA 83 EC Bacilo  Positivo Bege amarelada, grande, opaca, borda branca, rugosa
LMA 84 EP Cocos  Positivo Amarela, grande, rugosa, opaca

LMA 85 EP Cocos  Positivo  Branca leitosa, grande, lisa

LMA 86 AP Cocos  Positivo  Transparente, muito pequena, pontinhos brancos, lisa
LMA 87 AP Bacilo  Positivo  Creme transparente, muito pequena, lisa

LMA 88 EC Bacilo Positivo Bege amarelada, média, opaca, lisa

LMA 89 EC Cocos Negativo Vermelha, grande, borda transparente, lisa, “roma”
LMA 90 EP Bacilo Negativo Salmdo, pequena, spera, opaca, rugosa

LMA 91 AP Bacilo  Positivo Transparente, muito pequena, lisa “chuvisco”

LMA 92 AP Cocos  Positivo  Branca cremosa, muito pequena, lisa

LMA 93 EP Bacilo  Positivo Branca, pequena, lisa

LMA 94 EP Cocos Negativo Creme, média, lisa, mucosa

EP — Epifitico; EC — Endofitico da casca; AP - Associados a polpa.
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5.2 Identificacdo das bactérias baseada em métodos moleculares

As bactérias identificadas até 0 momento pertencem aos géneros Bacillus (11
isolados), Pseudomonas (2 isolados) , Klebsiella (1 isolado), Staphylococcus (1 isolado)
e Kocuria (1 isolado) (Tabela 2). Esses géneros sdao comumente descritos, como
microbiota associada a solos e substratos vegetais (Ahemad et al., 2011; Aislim et al.,
2002; Cordero et al., 2012; Li et al., 2006; Sarkar et al., 2012).

Apos a identificacdo de todos os isolados de bactérias obtidos dos frutos da
macauba, os dados poderdo ser discutidos de forma mais abrangente, melhorando assim,

a compreensao da microbiota associada a esta espécie vegetal.
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Tabela 2: Identificacdo das bacterias isoladas dos frutos da macadba por meio do sequenciamento da
regido 16S do rDNA.

Cadigo Query
LMA Origem Identificacdo coverage E-value Max. ldent

LMA 02 EP Bacillus amyloliquefaciens 99% 0.0 99%
LMA 06 EP B. amyloliquefaciens 100% 0.0 99%
LMA 22 AP B. amyloliquefaciens 100% 0.0 99%
LMA 34 EP B. amyloliquefaciens 100% 0.0 99%
LMA 50 AP B. pumilus 100% 0.0 99%
LMA 61 EP B. pumilus 100% 0.0 98%
LMAG6 EP B. pumilus 100% 0.0 95%
LMA 07 AP Bacillus sp. 100% 0.0 100%
LMA46 AP Bacillus sp. 99% 0.0 97%
LMAT73 EP Bacillus sp. 100% 0.0 94%
LMA 21 EP B. cereus 100% 0.0 99%
LMA30 EP B. subtilis subsp. subtilis 100% 0.0 90%
LMA37 EP S. saprophyticus subsp. saprophyticus 100% 0.0 97%
LMAG7 EP S. saprophyticus subsp. saprophyticus 100% 0.0 96%
LMAT0 EC S. saprophyticus subsp. saprophyticus 100% 0.0 93%
LMA77 AP S. saprophyticus subsp. saprophyticus 100% 0.0 95%
LMAS82 EP S. saprophyticus subsp. saprophyticus 99% 0.0 92%
LMA 31 EC Staphylococcus sp. 100% 0.0 94%
LMAG5 AP Staphylococcus sp. 100% 0.0 94%
LMA39 AP S. epidermidis 100% 0.0 95%
LMA75 AP S. epidermidis 100% 0.0 94%
LMAGO EP Brachybacterium paraconglomeratum 100% 0.0 93%
LMAG9 AP B. paraconglomeratum 100% 0.0 95%
LMA78 EP B. paraconglomeratum 100% 0.0 94%
LMA 03 EP Pseudomonas stutzeri 99% 0.0 98%
LMA 27 EP Pseudomonas sp. 94% 0.0 98%
LMA20 AP Klebsiella oxytoca 100% 0.0 97%
LMA 25 EP Brevibacterium linens 99% 0.0 96%
LMA 43 EP Kocuria rhizophila 100% 0.0 98%
LMA47 EP Leucobacter sp. 100% 0.0 94%
LMAA48 EP Brevibacterium linens 100% 0.0 95%
LMAG4 AP Gordonia alkanivorans 100% 0.0 95%
LMA84 EP Arthrobacter globiformis 99% 0.0 91%

EP — Epifitico; EC — Endofitico da casca; AP - Associados a polpa.
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5.3 Atividades enzimaticas

5.3.1 Amilase

Dos 94 isolados de bactérias testados, 41 (43,62%) apresentaram producéo de
amilase em meio sélido (Tabela 3). Os indices enziméticos (I.E) variaram de 1,13
(LMA 72) a 3,5 (LMA 49). Na figura 10 pode-se observar o halo apresentado pelas
bactérias ainda ndo identificadas, LMA72 e LMA8L1. Os géneros até entdo identificados,
como produtores de amilase, neste estudo, foram Bacillus, Pseudomonas e Kocuria.
Bactérias pertencentes a estes trés géneros ja foram, anteriormente descritas, como
produtoras desta enzima. Bacillus subtilis, B. stearothermophilus, B. licheniformis, e B.
amyloliquefaciens foram descritas pela capacidade de produzir o-amilases
termoestaveis, capazes de atender as necessidades industriais (Prakash & Jaiswal,
2010).

Agrawal e colaboradores (2005), utilizando metodologia similar, verificaram
que do total de 175 coldnias bacterianas isoladas de amostras de solo na india, 33
formaram halos de hidrolise, sendo indicativo de producdo desta enzima. Estes mesmos
autores, verificaram, por meio da inducgdo da producéo de amilase, em meio liquido, que
a maior producédo foi obtida com o isolado do género Bacillus sp..

Dand e colaboradores, (2009) ao isolar 88 bactérias heterotroficas de sedimentos
marinhos, e analisar a producdo de enzimas hidroliticas por esses isolados, verificaram
que a maior producdo de amilase, foi observada para o isolado do género Pseudomonas
sp. Também duas novas espécies do género Kocuria: K. flava sp. nov. e K. turfanensis

sp. nov. foram caracterizadas como produtoras de amilase (Zhou et al., 2008)
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Tabela 3: Atividade de amilase, expressa pelo indice enzimatico (IE) dos isolados de

bactérias obtidos dos frutos da macaiba (A. aculeata) em estudo.

Diametro do

. 3 halo de Diametro da I’ljdi’cej
Codigo/Identificac&o hidrolise COICE?r:?ngDC) (IeEn)ZIIDT—?/tIIDC((:)l/
(DH) (mm)

Bacillus amyloliquefaciens - LMA 02 29,5+0,71 20,5+ 3,53 1,46 £0,21
Pseudomonas stutzeri — LMA 03 175+£212 6+0 2,92+0,35
B. amyloliquefaciens — LMA 06 435+0,71 36+1,41 1,21+£0,02

LMA10 19,5+0,71 14+0 1,39+ 1,42
LMA13 375+9,19 325777 1,15+0
LMA14 185+0,71 11+0 1,68 + 0,06
LMA17 39+99 31,5+9,19 1,25+0,04
LMA18 52,5+2,12 46141 1,14+0,01
B. cereus — LMA 21 25+1,41 13+5,65 2,09+0,80
LMA29 31,5+354  205+4,94 1,56 £ 0,20
LMA30 38+4,24 31,5+3,53 1,21+0
LMA32 35x0 26 +1,41 1,35+ 0,07
LMA33 36 + 5,66 255+ 7,77 1,45+0,21
B. amyloliquefaciens — LMA 34 335+2,12 21+1,41 1,600
LMA36 8110 54,5+ 0,70 1,49+ 0,01
LMA38 15+141 6,5+0,70 2,33+ 0,47
LMA41 18+1,41 125+2,12 1,45+0,13
LMA42 23+4,24 11+1,41 2,08+0,11
Kocuria rhizophila — LMA 43 14+141 9+0 1,56 + 0,15
LMA49 455+ 2,12 13+0 3,56+0,16
B. pumilus — LMA 50 25,5+2,12 21+1,41 1,21 +0,01
LMA52 31+127 23+8,48 1,34+ 0,06
LMA54 32+2,83 17+1,41 1,88+0
LMAS55 340 26,5+ 4,94 1,31+£0,24
LMA57 295+0,71 215+4,94 1,41 +0,29
LMA59 20,5+0,71 100 2,05+ 0,07
LMAG0 19,5+0,71 8,5+0,70 2,30+£0,10
B.pumilus — LMA 61 34+£141 11+1,41 3,11+ 0,27
LMA 63 12,5+0,71 510 2,50+0,14
LMA 64 26,5+0,71 145+2,12 1,84 £0,22
LMA 68 60+0 46 + 5,65 1,31+0,16
LMA 69 155+0,71 7,5+0,70 2,08 £ 0,29
LMA 71 16+141 9+141 1,79+0,12
LMA 72 49 + 5,66 43,5+ 6,36 1,13+0,03
LMA 73 29+141 20+2,82 1,46+ 0,13
LMA 78 41+141 345+212 1,19+ 0,03
LMA 79 26 £1,41 16+1,41 1,63+ 0,05
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Continuacdo tabela 3.

Diametro do LA -
Diametro da Indice
- halo de n .
Codigo S colénia (Dc)  enzimético
hidrolise (mm)  (IE) DH/DCY
(DH) (mm)
LMA 81 56 +1,41 47+0 1,19+ 0,03
LMA 83 12,5+0,71 10+0 1,25+ 0,07
LMA 85 16 +1,41 60 2,67+0,23
LMA 90 16 +1,41 8+141 2,02+0,17

YTndice enzimatico expresso pela relagdo entre o didametro do halo de hidrélise (Dy) e 0
diametro da coldnia de células (D¢) dos isolados de bactérias em estudo.

?\/alor da média seguido do valor do desvio padréo.

Figura 10: Isolados que apresentaram producdo de amilase, revelagéo realizada com
iodo 0,1%.

5.3.2 Lipases

Dos 94 isolados analisados, 9 (9,57%), apresentaram atividade de lipase, 0s
indices enzimaticos variaram de 1,23 (LMA 12) a 2,1 (LMA 39). O percentual de
isolados produtores de lipase em trabalhos de prospeccéo varia em funcéo do habitat em
estudo. Willerding et al., (2011) testando a capacidade de producdo de lipases, por
bactérias isoladas de solo e raizes de ambiente agricola e florestal na Amazonia,
verificaram que dos 181 isolados, 75 (41,44%) foram produtores da enzima em meio
solido contendo 6leo de oliva. No entanto, Lee et al., (2009) isolando bactérias de

ambientes marinhos de regides tropicais, verificaram que apenas 9 (18%) isolados,
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apresentaram atividade de lipase, sendo Vibrio e Staphylococcus, os géneros produtores

mais comuns.

O isolado, at¢ o momento identificado neste estudo como produtor de lipase
pertence ao género Staphylococcus, bactéria conhecidamente produtora de lipase (Lee et
al., 2009). Ghasemi et al., (2011), isolando bactérias com atividade de lipase de um lago
salgado no lIran verificaram que um dos isolados obtidos apresentava similaridade de

99-100% com o género Staphylococcus, por meio do sequenciamento do gene 16rRNA.

Tabela 4: Atividade de lipase, expressa pelo indice enzimatico

(IE) dos isolados de bactérias em estudo.

Diametro

do halode  Diametro

hidrélise dacolbnia Indice enzimatico

Cddigo/ldentificacdo (DH) (mm) (Dc) (mm) (IE) DH/DCY/
LMA11 11+0 8+0 1,370
LMA12 105+0,70 8,5+0,70 1,23 +0,01
LMA15 10,5+ 0,70 70 1,5+0,10
LMA16 105+0,70 6,5+0,70 1,61 + 0,06
LMA19 10,5+ 0,70 70 1,5+0,10
LMA24 9,5+0,70 6,5+0,70 1,46 + 0,05
LMA25 100 6,5+0,70 1,54 +0,16
Staphylococcus sp. — LMA 31 100 70 142+0

LMA39 10,5+ 0,70 5+0 2,1+0,14

Yndice enzimatico expresso pela relagéo entre o diametro do halo de hidrélise (Dy) e 0
diametro da col6nia de células (D¢) dos isolados de bactérias em estudo.

?Valor da média seguido do valor do desvio padrao.

5.3.3 Celulases

A producéo de celulase foi observada para 26 (27,66%) dos 94 isolados testados.
Os valores de indice enzimatico (I.E) variaram de 1,07 (LMA 55) a 2,68 (LMA 01). Na
figura 11 pode ser observado o halo de hidrélise em torno da colénia do isolado LMA
58, apds a adicdo de vermelho congo. Os isolados identificados até o momento, que

apresentaram producéo de celulases, pertencem ao género Bacillus.

Singh & colaboradores (2004) isolando bactérias do solo verificaram que B.

sphaericus, apresentou maior produtividade de celulase, dentre os isolados testados.
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Singh & Kaur (2012) isolando bactérias de solo e madeira em decomposicéo,
obtiveram 30 isolados que apresentaram zonas de hidrdlise ao redor da coldnia, apds a
adicdo de vermelho congo em meio carboximetilcelulose (CMC) agar. Os mesmos
autores realizaram posteriormente ensaios quantitativos, e verificaram que o isolado
com atividade mais elevada de celulase era Bacillus sp., que foi identificado a partir de

caracterizagdo morfoldgica e bioquimica.

Tabela 5: Atividade de celulase, expressa pelo indice enzimatico (IE)

dos isolados de bactérias em estudo.

Diametrodo .. indice
. e halo de D""‘I“?’”O da enzimatico
Cadigo/ldentificacao hidroli coldnia (Dc)
idrolise (mm) (IE) .
(DH) (mm) DH/DC */
LMAO1 21,5+0,70 80 2,68 £ 0,09
Bacillus amyloliquefaciens LMA 02 53+14,14 475+1343 1,12+0,02
LMAO4 11+0 75+0,70 147+0,14
LMA11 26+0 18+0 1,44 +0
LMA13 54 + 4,24 45+ 7,07 1,21 +£0,09
LMA18 325+2,12 22 +£2,82 1,49 + 0,29
Bacillus amyloliquefaciens LMA 22 34 +141 22+0 1,54 +£ 0,06
LMA29 22+0 95+0,70 2,32+0,17
LMA36 31+141 185+0,70 1,68+0,14
LMA39 230 19+0 1,21+0
LMAA48 19+1,41 11,5+0,70 1,65%0,02
LMAA49 17+0 145+0,70 1,17 +0,06
Bacillus pumilus LMA 50 20+282 12+0 1,66 £0,23
LMAS51 23+141 135+2,12 1,71+0,16
LMAS55 51,5+0,70 48+ 141  1,07+0,01
LMA56 10+0 75+0,70 1,34 +0,13
LMAS57 23+2,82 175+2,12 1,33+0,32
LMA58 21+0 11+0 1,9+0
Bacillus pumilus LMA 61 285+212 12+0 2,37 +0,18
LMA 63 210 10+0 21+0
LMA 66 28+0 125+212 2,27+0,38
LMA 68 23+2,82 11+0 2,09 + 0,26
LMA 70 15+0 11+0 1,36 £0
LMA 71 18+ 0 75+0,70 2,41 +0,23
LMA 78 30+1,41 22+1,41 1,36+0,02
LMA 80 28,5+2,12 16+1,41 1,78+0,02

Yindice enzimético expresso pela relagdo entre o diametro do halo de hidrélise

(D) e o didmetro da colbnia de células (Dc) dos isolados de bactérias em estudo.

?’Valor da média seguido do valor do desvio padrao.



Figura 11: Isolado LMA 58 (duplicata) que apresentou atividade de celulase,

revelagéo realizada com solucdo de vermelho congo 0,05%.

5.3.4 Xilanases

Nenhum dos 94 isolados de bactérias testados, apresentou producdo de
xilanases. No entanto, existem relatos da producdo de xilanases por bactérias
pertencentes aos mesmos géneros que foram identificados no presente estudo, tais

como, Bacillus, Pseudomonas e Kocuria.

Heck e colaboradores, (2002), utilizando metodologia semelhante, verificaram a

producéo de xilanase por Bacillus subtilis, isolado de solo e 4gua da regido amazonica.

Krishna e colaboradores, (2008) isolaram de residuos de bauxita, uma estirpe
produtora de xilanase capaz de atuar em uma ampla faixa de temperatura (30°C-85°C)
e pH (4,5-9). O sequenciamento do gene 16S rRNA revelou que a estirpe pertence ao
género Kocuria. Mais recentemente, a otimizacdo da producdo de xilanases por
Pseudomonas sp., isolada de amostras de solo, foi descrita com a indicacdo da
combinacdo de 30°C de temperatura, pH 7,0, concentracdo do substrato de 1% e
tamanho do indculo de 6% (Sharma & Chand, 2012).

No presente trabalho, nenhum isolado de bactéria obtido dos frutos da macauba,
apresentou atividade de xilanase, no entanto, fatores como, temperatura, pH e nutrientes
podem afetar a producdo enziméatica por esses micro-organismos, desta forma,
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alteracdes nas condi¢des de cultivo podem induzir a producdo e atividade de xilanases

por esses micro-organismos.

5.3.5 Proteases

A producdo de proteases, observada através da hidrolise de caseina presente no
meio, foi positiva para 30 (31,91%) dos isolados testados. Os valores de indice
enzimético (I.E) variaram de 1,1 (LMA 57) a 3,08 (LMA 70). Na figura 12 é possivel
observar o halo de hidrolise apresentado por alguns dos isolados de bactérias testados,

indicativo da producdo de proteases.

Os isolados que apresentaram atividade de protease pertencem aos géneros
Bacillus e Pseudomonas. Membros do género Bacillus, sdo geralmente encontrados no
solo, e apresentam atividade proteolitica. Além da importancia no uso industrial, as
proteases produzidas por esses micro-organismos desempenham importante funcdo na
ciclagem de nitrogénio, contribuindo para a fertilidade do solo, uma vez que, boa parte
das fontes de nitrogénio estd na forma de N proteico, o qual é liberado e disponibilizado
para as plantas por meio da acdo de proteases e desaminases, seguida da atividade de
micro-organismos nitrificantes, uma vez que as plantas s6 absorvem N na forma de
nitrato (Aslim et al, 2002).

Sevinc & Demirkan, (2011) avaliando a atividade proteolitica de bactérias
isoladas do solo, utilizando agar caseina e agar skin milk, verificaram que todos os 54

isolados pertencentes ao género Bacillus testados, apresentaram producao de protease.

Também isolados pertencentes ao género Pseudomonas ja foram previamente
descritos na literatura como produtores de proteases. Yadav et al., (2010) isolaram de
amostras de agua, linhagens de P. aeruginosa produtora de protease em agar caseina.
Linhagens de P. fluorescens produtoras de metaloprotease extracelular foram isolados

de amostras de leite (Pinto et al., 2010).

Rodarte & colaboradores, (2011), avaliando a atividade proteolitica de bactérias
isoladas de grdos de café (Coffea arabica L), observaram que (21) 52,5% dos isolados
bacterianos foram positivos para secrecdo de protease em agar caseina, demonstrando

assim, o potencial que as bactérias apresentam para a producdo da referida enzima.
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Tabela 6: Atividade de protease, expressa pelo indice enzimatico (IE)

dos isolados de bactérias em estudo.

Diametrodo halo  Diametro da indice
de hidrdlise (DH)  colénia (Dc) enzimatico
Cédigo/ldentificacdo (mm) (mm) (IE) DH/DC Y/
Bacillus cereus — LMA 21 445 + 3,53 28+0 1,59 +0,13
Pseudomonas sp.- LMA 27 28,5+0,70 14,5 +0,70 1,97 £ 0,05
LMA32 29,5+0,70 16+0 1,84 + 0,04
LMA44 14+0 6,5%0,70 2,17 +0,23
LMA49 175+2,12 1356+2,12 1,3+0,05
Bacillus pumilus — LMA 50 15,5+0,70 12+141 1,3+0,09
LMAS51 14+0 9+141 1,58 + 0,25
LMA52 25 + 5,65 20 + 7,07 1,28 +0,17
LMAbB4 14+0 8+0 1,750
LMA55 23,5+ 3,53 20 + 2,82 1,17 + 0,01
LMAS57 32+14,14 29,5+ 14,84 1,1+0,08
LMA58 18,5+ 0,70 814,24 2,66 +1,32
LMA59 13+1,41 8,56+0,70 1,53 +0,04
Bacillus pumilus- LMA 61 18+ 0 6,5+0,70 2,79+0,30
LMA 65 11+0 70 157+0
LMA 66 21+0 10+0 2,1+0
LMA 67 10,5+ 0,70 7,5+0,70 1,4 +0,04
LMA 68 28,5+2,12 20+ 1,41 142+0
LMA 70 21+141 7+141 3,08 +0,82
LMA 72 30,5+0,70 25+0 1,22 + 0,03
LMA 73 20,5+0,70 11,5+0,70 1,78 + 0,05
LMA 75 19,5+0,70 10+0 1,95+ 0,07
LMA 76 205+2,12 9+141 2,33+0,60
LMA 78 345+7,77 27 + 4,24 1,27 + 0,08
LMA 79 195+2,12 115+2,12 1,71+0,13
LMA 81 30+0 21+0 143+0
LMA 84 11,5+0,70 8,5+0,70 1,35+0,03
LMA 85 11+0 6,5+0,70 1,7+0,18
LMA 89 19,5 + 3,53 10+0 1,95+ 0,35
LMA 93 60 4+0 15+0

Yindice enziméatico expresso pela relacio entre o didmetro do halo de hidrélise

(D) e o diametro da col6nia de células (Dc) dos isolados de bactérias em estudo.

?\/alor da média seguido do valor do desvio padrao.
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Figura 12: Isolados que apresentaram producao de protease.

5.3.6 Pectinases

Neste estudo, 50 isolados (53,19%) foram produtores de pectinase. Os valores de
indice enzimatico (1.E) variaram de 1,27 (Bacillus sp.) a 4,43 (LMA 72). Na figura 13 é
possivel observar o halo de hidrolise provocado pela producdo de pectinase dos isolados
LMA 56, LMA 41 e do isolado LMA 22 identificado como Bacillus amyloliquefaciens.

Os isolados produtores de pectinase, ja identificados pertencem aos géneros

Bacillus, Pseudomonas e Klebsiella.

Diferentes isolados de Bacillus sp, B. subtilis, B. polymixa, B. pumilus, B.
sphaericus, B. stearothermophilus, Pseudomonas sp., P. fluorescens e P. marginalis
produtores de pectinases ja foram descritos (Uenojo & Pastore, 2007).

Genari, (1999) descreveu a produgdo de pectinase em meio liquido contendo
pectina citrica como Unica fonte de carbono por Klebsiella oxytoca isolada do interior
de frutos de Coffea arabica.

Tem sido sugerido que estas enzimas contribuem para a penetracdo de bactérias
nos tecidos vegetais. Quando sementes de trigo foram inoculadas com Klebsiella
oxytoca, 0s niveis de producdo de pectinase aumentaram, sugerindo a maior taxa de
colonizagdo interna e, além disso, ocorreu maior producdo de biomassa no trigo,
surgindo a hipotese de fixacdo de N, ou producdo de fatores de crescimento por K.
oxytoca (Kovtunovych et al., 1999).

56



Tabela 7: Atividade de pectinase, expressa pelo indice enzimatico

(IE) dos isolados de bactérias em estudo.

Diametro do LA -
. e halo de Dla[ngtro da 'T‘d',ce.
Cadigo/ldentificacdo hidrolise (DH) colénia (Dc) en2|mat|co1
(mm) (IE) DH/DC 7/
(mm)

LMAO1 325+2,12 17 + 2,83 1,93+0,20
Bacillus amyloliquefaciens — LMA 02 18 + 7,07 7+0 257+1,01

Pseudomonas stutzeri — LMA 03 12+0 7+0 1,71+£0
LMAO4 36,5+0,70 275+2,12 1,33+0,13
LMAO5 33,5+0,70 23,5+0,70 1,43+£0,01

Bacillus amyloliquefaciens — LMA 06 30£0 21+0 1,43+0
Bacillus sp — LMA 07 38+4,24 30+4,24 1,27 £ 0,04
LMAO08 315+2,12 225+ 4,95 1,42 +0,22
LMAOQ9 20,5+ 10,60 13+ 8,48 1,67 £0,27
LMA10 26 + 1,41 16,5+ 0,70 1,58 + 0,15
LMA11 27,5+ 3,53 13+ 8,48 2,58 +1,41
LMA12 145+2,12 8+141 1,82 + 0,06
LMA13 33,5+0,70 175+2,12 1,93+0,19
LMA14 12,5+0,70 70 1,79+0,10
LMAI15 9,5+0,70 70 1,36 £ 0,10

LMA16 15+0 9+0 1,670
LMA17 13,5+0,70 9+0 1,5+0,08
Klebsiella oxytoca — LMA 20 1356+2,12 9,5+0,70 1,43 +0,33
Bacillus amyloliquefaciens — LMA 22 36+141 225+6,36 1,66 £0,41
LMA24 13+0 9,5+0,70 1,37 + 0,10

LMAZ26 19+0 10+0 19+0
Pseudomonas sp — LMA 27 11+1,41 6,5+ 0,70 1,69 £ 0,03
LMAZ28 14+0 6,5+0,70 2,17+0,24
LMA29 11,5+0,70 6,5+0,70 1,77 + 0,08
LMA30 34+0 14 +1,41 2,44 +£0,25
LMA32 9,5+0,70 6,5+0,70 1,46 + 0,05

LMA33 34+0 210 1,62+0
Bacillus amyloliquefaciens — LMA 34 330 25+141 1,32 0,7
LMA38 10,5+0,70 55+0,70 1,93+0,38
LMA40 11+0 6,5+0,70 1,7+0,19
LMA41 15+0 75+0,70 2,01+0,19
LMA48 16 +141 6,5+0,70 2,46 + 0,05
LMAS52 30+1,41 13+ 7,07 2,67+1,35
LMA56 33,5+0,70 8,5+0,70 3,95+ 0,25
LMA57 11+0 8+1,41 1,4 +0,25
LMA 63 11,5+0,70 60 1,92 +0,12
LMA 68 32+0 75+0,70 4,29 +0,40
LMA 69 9+0 55+0,70 1,65+0,21
LMA 70 33+0 105+2,12 3,21 +0,65
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Continuacéo tabela 7.

Diametro do . -
o halo de DlaIT](_etro da Ipdlf:e_
Cddigo S col6nia (Dc) enzimatico
g hidrdlise (DH) 1
(mm) (IE) DH/DC 7/
(mm)
LMA 71 9,5+0,70 6,5+0,70 1,46 £ 0,05
LMA 72 31+0 7+0 443+0
LMA 73 23+141 8+0 2,88 +£0,18
LMA 74 20+ 7,07 550,70 3,75+ 1,77
LMA 75 15,5+ 0,70 6+0 2,58 £0,12
LMA 76 12+0 5+0 24+0
LMA 78 12+141 70 1,71 £0,20
LMA 79 22+0 7+0 3,140
LMA 81 330 21+0 157+0
LMA 84 12,5+0,70 60 2,08+0,12
LMA 88 15+0 6,5+0,70 2,32 £0,25

Yindice enzimatico expresso pela relagéo entre o diametro do halo de hidrélise

(Dy) e o diametro da coldnia de células (Dc) dos isolados de leveduras em estudo.

2 \/alor da média seguido do valor do desvio padrao.

Figura 13: Isolados que apresentaram producdo de pectinase, revelacdo realizada

com iodo sublimado.

O presente trabalho demonstra a influencia que as bactérias associadas aos frutos

da macatba (A. aculeata) podem desempenhar na deterioracdo dos frutos, e

consequentemente na diminuicdo da qualidade do 6leo, importante para producdo de

biodiesel, por meio da produgdo das exoenzimas amilase, lipase, celulase, pectinase,
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protease e xilanase. Dessa forma, o conhecimento da microbiota associada aos frutos da
macalba pode permitir o planejamento adequado do manejo da espécie nos momentos
da colheita, armazenamento e utilizagdo desses frutos, melhorando a qualidade do
produto final de interesse, o 6leo para producdo de biodiesel. Além disso, as bactérias
isoladas apresentam potencial para uso biotecnolégico, uma vez que as enzimas
produzidas por esses micro-organismos sdo amplamente empregadas nas industrias

téxtil, farmacéutica, alimenticia, de detergentes, papel, dentre outros.

Por meio da identificacdo de todas as bactérias isoladas dos frutos da macauba,
correlagdes poderdo ser realizadas entre os resultados obtidos neste estudo, e demais
trabalhos similares relatados na literatura, aumentando assim, a compreensao do
potencial desempenhado por essa microbiota na producdo de hidrolases de interesse

industrial.

5.4 Atividade antimicrobiana

Dos 94 isolados bacterianos testados quanto a producdo de substancias bioativas,
23 (24,47%) foram capazes de inibir o crescimento de pelo menos um dos micro-
organismos alvo (Tabela 9). Na figura 14 é possivel observar a atividade antagonista de
bactérias isoladas da macauba (A. aculeata) contra bactérias e leveduras de interesse

médico.

Dentre os isolados produtores de substancias bioativas, 21 (22,3%) apresentaram
atividade antagonista contra B. cereus, micro-organismo de importancia epidemioldgica
como agente de intoxicacao alimentar (Mendes et al., 2011; Salustiano et al., 2010). 14
(14,9%) foram ativos contra S. aureus, patdgeno que expressa uma variedade de fatores
de viruléncia, que medeiam a colonizacdo, invasdo e disseminacdo nos tecidos do
hospedeiro (Jiménez et al., 2011). Dentre as patologias causadas por S. aureus,
destacam-se, a sindrome do choque toxico, intoxicacdo alimentar, sindrome da pele
escaldada, pneumonia e endocardite (Azevedo et al., 2009; Jiménez et al., 2011;
Lamaita et al., 2005; Oviedo, 2006).

Foi verificada ainda, atividade antibacteriana de 12 (12,8%) isolados contra E.
coli; que apesar de integrante da microbiota intestinal normal, apresenta sorotipos
associados a enterites graves (Margall et al., 1997). Além disso, E. coli € o agente
etioldgico mais frequente das infecgdes do trato urinario (Esparis et al., 2006).
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Os isolados bacterianos, que apresentaram atividade antagonista contra bacterias
e leveduras patogénicas, pertencem aos géneros Bacillus e Pseudomonas. Espécies de
Bacillus apresentam uma ampla variedade de substancias antimicrobianas, sabidamente

ativas contra fungos, virus, micoplasmas e amebas (Yilmaz et al., 2006).

Yilmaz e colaboradores, (2006) verificaram a atividade antimicrobiana, por meio
do método de difusdo em agar, de 29 linhagens de Bacillus spp. isolados de solo. Cinco
isolados apresentaram atividade antagonista contra pelo menos uma das bactérias
patogénicas testadas, dentre as quais destacam-se S. aureus, B. cereus e Micrococcus

flavus.

No presente trabalho, B. pumilus apresentou atividade antagonista contra as trés
bactérias de interesse médico testadas (S. aureus, E.coli e B. cereus). Mas os isolados ja
identificados como pertencentes a espécie B. amyloliquefaciens, apresentaram perfis de
atividade antagonista diferenciados. O isolado LMA 02 apresentou atividade contra as
trés espécies de Candida, S. aureus e B. cereus, no entanto, nao foi ativo contra E. coli.
LMA 22 apresentou atividade antagonista contra C. krusei, C. tropicalis, E. coli e B.
cereus, contudo, o isolado ndo demonstrou atividade contra S. aureus e C. albicans, ja o
isolado LMA 34 ndo apresentou atividade contra as 3 espécies de Candida, embora
tenha sido ativo para as 3 espécies de bactérias alvo (Tabela 8). Os dados sugerem que
estes isolados constituem diferentes cepas, necessitando de testes complementares para

sua confirmacdo, como um fingerprinting com marcador molecular.

No estudo realizado por Aislim e colaboradores, (2002), diferentes cepas de B.
thuringiensis, B. subtilis, B. megaterium, B. sphaericus e B. pumilus, isolados do solo,
apresentaram diferentes perfis de atividade antimicrobiana, através do método de

difusdo em agar, contra E. coli, Yersinia enterocolitica , S. aureus e M. flavus.

Por sua vez, isolados do género Pseudomonas produtores de substancias
bioativas ja foram descritos (Costa et al., 2006). De 142 isolados da rizosfera de 2
cultivares de milho avaliados quanto a atividade antagonista in vitro, contra duas cepas
da bactéria fitopatogénica Ralstonia solanacearum, 40 apresentaram atividade para R.
solanacearum B3B e 26 foram ativas contra R. solanacearum 1609.

Leveduras do género Candida, frequentemente comensais em humanos, em

situacdes relacionadas a queda de imunidade ou debilidade orgéanica, podem causar
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infeccdes conhecidas como candidiases ou candidoses em diversos sitios anatbmicos
(Rorig et al. 2009; Serracarbassa & Dotto, 2003). Infecgfes na cavidade bucal,
infecgOes sistémicas, endoftalmite, vulvovaginite e endocardite, sdo algumas das
infeccdes causadas por essas leveduras (Buluc et al. 2005; Corréa et al. 2009; Levy et al.
2006; McCullough, 1996; Serracarbassa & Dotto, 2003).

Dos 94 isolados bacterianos testados, 7 (7,5%) apresentaram atividade
antagonista contra Candida albicans, 9 (9,6%) contra C. krusei e 8 (8,5%) contra C.
tropicalis. Na figura 15 € possivel observar alguns isolados de bactérias da macalba que
apresentaram atividade antagonista contra as trés espécies de Candida testadas. Os
isolados ja identificados que apresentaram atividade antagonista pertencem aos géneros

Bacillus e Pseudomonas.

Linhagens de Pseudomonas produtoras de substancias inibitorias contra Candida
ja foram descritas (Harrison et al., 1991; Hassanein et al., 2009). Uma familia de
peptidios denominados pseudomicina, com atividade contra C. albicans foi isolada de
culturas liquidas de P. syringae, espécie frequentemente associada a plantas (Harrison et
al., 1991).

Nenhum dos isolados testados apresentaram atividade para Aspergilus
fumigatus, Fusarium solani e Penicillium oxalicum. No entanto, alguns autores relatam
a atividade de bactérias dos géneros Bacillus e Pseudomonas contra o fungo
fitopatdgeno causador do bolor azul da macé pertencente ao género Penicillium, e ainda,
fitopatdégenos do ginseng e da lentilha pertencentes ao género Fusarium (Cho et al.,
2007; Etebarian et al., 2005; Hassan & Gowen, 2006).

Considerando o potencial antimicrobiano apresentado pelas bactérias associadas
aos frutos da macalba, mais estudos serdo conduzidos visando o isolamento e
caracterizacdo de substancias bioativas desses isolados. Nos estudos poderdo ser
incluidos, ainda, patégenos de importancia para a cultura de palmeiras. Como o cultivo
comercial da macaldba, ainda, ndo é representativo no pais, a cultura ndo apresenta
doengas microbianas caracteristicas de grande relevancia. Mas sabe-se que os frutos
coletados no solo sofrem o ataque de micro-organismos deteriorantes. Assim, os dados
obtidos neste estudo sugere o papel da microbiota associada aos frutos da macaiba no
possivel controle de patégenos e o potencial uso como fonte de novas substancias

bioativas.
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Tabela 8: Atividade antagbnica de bactérias isoladas dos frutos da macauba (A.

aculeata), contra bactérias, leveduras, fungos de importancia médica e um fitopatégeno.

Cadigo Origem sSA' E.C* B.C*] CA* CK> C.T® AF' FS® p.O’
Bacillus amyloliquefaciens - LMA 02  EP + - + + + + - - -
Pseudomonas stutzeri — LMA 03 EP - - + - + - - - -
Lma 05 EP + - + - + - - - -
Lma 13 EP - + + + - + - - -
Lma 15 EP + - + - - - - - -
Lma 17 EP - + + + + + - - -
Bacillus amyloliquefaciens - LMA 22 AP - + + - + + - - -
Lma 29 AP - - + - - - - - -
Lma 30 EP + + + - - - - - -
Lma 33 EP - + + + - - - - -
Bacillus amyloliquefaciens - LMA 34  EP + + + - - - - - -
Lma 48 EP - - + - - - - - -
Lma 49 AP + + + - - - - - -
Bacillus pumilus — LMA 50 AP + + + - - - - - -
Lma5sl AP + - + - - - - - -
Lma 52 EP + - + + + + - - -
Lma 68 AP + + + + + + - - -
Lma 70 EC + + + + + + - - -
Lma 72 EC - - + - - - - - -
Lma 80 AP + + + - - - - - -
Lma 81 EP - + + - + + - - -
Lma 88 EC + - - - - - - - -
Lma 91 AP + - - - - - - - -

(+) = Presenca de halo de inibig8o; (-) = Auséncia de halo de inibi¢do; 1-S.A= Staphylococcus aureus;
2-E.C= Escherichia coli; 3- B.C= Bacillus cereus; 4-C.A= Candida albicans; 5-C.K= Candida krusei;
6-C.T= Candida tropicalis; 7-A.F= Aspergilus fumigatus; 8-F.S= Fusarium solani; 9-P.O=

Penicillium oxalicum. EP — Epifitico; EC — Endofitico da casca; AP - Associados & polpa.
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Figura 14: Atividade antagbnica de bactérias isoladas dos frutos da macauba

contra bactérias de interesse médico; a) Atividade de LMA 80 contra S. aureus; b)
Atividade de LMA 15 contra S. aureus; c¢) Atividade de LMA 80 contra E. coli; d)
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Atividade de LMA 68 e LMA 70 contra E. coli; e) Atividade de LMA 68, LMA 70 e
LMA 72 contra B. cereus; f) Atividade de LMA 80 e LMA 81 contra B. cereus.

Figura 15: Atividade antagbnica de bacteérias isoladas dos frutos da macauba
contra espécies de Candida; a) Atividade de LMA 02 contra C. albicans; b)
Atividade de LMA 68 e LMA 70 contra C. krusei; c) Atividade de LMA 13 e LMA

17 contra C. tropicalis.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho oferece uma contribuicdo no que diz respeito ao

conhecimento de bactérias associadas aos frutos da macauba, seu potencial de producédo

de exoenzimas hidroliticas e substéncias bioativas fornecendo subsidios para futuros

estudos complementares. Através dos experimentos realizados neste trabalho, é possivel

concluir que:

As bactérias isoladas dos frutos da macauba com diferentes periodos de
deposicdo no solo pertencem aos géneros Bacillus, Pseudomonas, Klebsiella,
Staphylococcus e Kocuria comumente associados a solos e substratos vegetais;
As bactérias isoladas dos frutos da macalba apresentam potencial quanto a
producdo das exoenzimas amilase, lipase, protease, pectinase e celulase que
podem estar associadas a deterioracdo dos frutos e diminuicdo da qualidade do
6leo utilizado para producdo de biodiesel, e apresentam potencial de aplicacdo
em diversos setores industriais;

Isolados pertencentes aos géneros Bacillus e Pseudomonas apresentam atividade
antagonista contra bactérias (S. aureus, E. coli, B. cereus) e leveduras (C.
albicans, C. krusei, C. tropicalis) de importancia médica; e ndo foram
encontrados isolados com atividade antagonista contra os fungos filamentosos
alvos.

Conclui-se de forma geral que o conhecimento das bactérias associadas aos
cocos da palmeira macalba e de seu potencial enzimatico e de producdo de
substancias bioativas € importante para subsidiar futuros estudos em outras
linhas de pesquisa bésica e aplicada envolvendo a palmeira macauba; incluindo
a caracterizacdo e aplicacdo das substancias bioativas produzidas. Outro aspecto
importante é que este estudo representa o primeiro relato e caracterizacdo da
microbiota bacteriana associada aos frutos desta palmeira, uma planta endémica

e de promissor potencial para uso biotecnolégico.
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