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SELECAO DE ISOLADOS DE Paenibacillus spp COM ATIVIDADE ENZIMATICA
E ANTIMICROBIANA*

Autor: Raquel Homrich Lorentz
Orientadora: Dra. Gertrudes Corgéao

RESUMO

As bactérias do género Paenibacillus sdo isolados de uma grande variedade de
ambientes e tem como caracteristica a producdo e secrecdo de enzimas
extracelulares, antimicrobianos e compostos antifungicos inibidores de varios
patdgenos animais e vegetais. Os 55 isolados de 15 espécies de Paenibacillus foram
testados frente a diversos substratos a fim de verificar a produgdo de enzimas
extracelulares. Foram também testados frente a uma variedade de bactérias e
fungos fitopatdgenos, humanos e animais para a producédo de antibioticos. Nessa
triagem, P. validus, P. chibensis, P. koreensis e P. peoriae se destacaram inibindo a
maioria das bactérias indicadoras. As espécies P. validus, P. chibensis e P. peoriae
foram bons produtores de substancias que inibiram o crescimento de fungos,
demonstrando que o género possui um amplo espectro de atuagao. O tradicional
procedimento de triagem para obterem-se novos microrganismos produtores de
enzimas para fins biotecnoldgicos foi executado neste trabalho. As 55 linhagens
foram avaliadas na sua capacidade de produzir amilase, proteases (caseinase),
celulase, xantanase, xilanase, pectinase, quitinase e lipase. Os isolados se
mostraram bons produtores de enzimas hidroliticas, ja que 26 apresentaram
atividade xilanolitica, 17 atividade pectinolitica, 49 atividade proteolitica, 43 atividade
xantanolitica, 40 atividade celulolitica, 17 atividade lipolitica, 39 atividade amilolitica
em condigdes neutras (pH 7) e 26 atividade amilolitica em condi¢des alcalinas (pH
10), e apenas 4 apresentaram atividade quitinolitica. Sendo assim, esses isolados
sao candidatos a serem utilizados como agentes biocontroladores ou podem ser
explorados como produtores de antimicrobianos e de enzimas hidroliticas de
interesse.

! Dissertagdo de mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (97p). Fevereiro de 2005.



SELECTION OF Paenibacillus spp STRAINS WITH ENZYMATIC AND
ANTIMICROBIAL ACTIVITY?

Author: Raquel Homrich Lorentz
Adviser: Dr. Gertrudes Corcéao, Ph.D.

ABSTRACT

Paenibacillus species can be isolated from many kinds of enviroments and they are
known to be producers of extracellular enzymes and antimicrobial substances that
inhibited many animal and plant pathogens. Fifty five isolates, belonging to fifteen
different Paenibacillus species, were tested with different kind of substrates for the
purpose of testing their extracellular enzyme production. In order to verify their
antibacterial and antifungical activity, they were also screened against several
human, animal and plant pathogenic bacteria and fungi. In the antimicrobial trial, P.
validus, P. chibensis, P. koreensis and P. peoriae showed a broad spectrum
antibacterial activity against the majority of the indicators strains. P. validus, P.
chibensis and P. peoriae showed a good antifungical activity. These results indicated
that Paenibacillus genus have a broad antimicrobial spectrum. The traditional
method to search new microorganims producers of extracelullar enzymes was
applied in the present study. The 55 isolates were analysed to check their ability to
produce amylases, proteases, cellulases, xantanases, xylanases, pectinases,
chitinases and lipases. The isolates turn to be good producers of hydrolytic enzymes,
once 26 presented xylanolytic activity; 17, pectinolytic activity; 49, proteolytic activity;
43, xantanolytic activity; 40, cellulolytic activity; 17, lipolytic activity, 39 had amylolytic
activity at neutral conditions and 26, had amylolytic activity at alkaline conditions.
Only four strains presented chitinolytic activity. So these strains are potential
candidates to be used as biocontrol agents or exploited as antimicrobial and enzyme
producers.

2 Master of Science dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (97p). Fevereiro
2005.
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1. INTRODUCAO

As bactérias do género Paenibacillus podem ser isolados em grande
variedade de ambientes, como agua, solo, rizosferas, materiais vegetais, larvas de
insetos e sedimento marinho contaminado com petréleo. Este grupo tem como
caracteristica a producdo de enzimas extracelulares que degradam
polissacarideos como quitina, celulose, amido e sao habeis também em produzir e
secretar compostos antimicrobianos e antifungicos.

A habilidade desses microrganismos em produzir e secretar uma
variedade de enzimas e antimicrobianos € de grande importancia, pois agem
como biocontroladores de microrganismos patdégenos e podem ser usados como
alternativa no tratamento de efluentes de processos industriais diminuindo a
liberagédo de poluentes no ambiente.

O género Bacillus vem sendo bastante pesquisado quanto a estas
caracteristicas e quanto ao uso no controle biolégico e produgédo de enzimas.
Como o género Paenibacillus também pertence a familia Bacillaceae, ¢

importante avaliar estas caracteristicas nesse novo grupo, a fim de que seja



possivel caracterizar novas bactérias que possam vir a ser utilizadas no controle
biolégico, na biodegradacdo de subprodutos industriais e na industria
farmacéutica.

A parte experimental deste trabalho foi desenvolvida no Departamento
de Microbiologia no Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul e teve como objetivos:

- Testar a atividade antibacteriana e antifungica dos isolados frente a
bactérias e fungos patogénicos.

- Realizar uma triagem entre os isolados de Paenibacillus para
linhagens produtoras de enzimas com atividade lipolitica, quitinolitica, amilolitica,

xilanolitica, xantanolitica, pectinolitica, celulolitica e proteolitica.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O género Paenibacillus

O género Paenibacillus compreende um grupo de organismos em forma
de bastonete, aerdbios ou anaerdbios facultativos que produzem esporos elipticos.
Fenotipicamente, as espécies deste grupo reagem fracamente com a coloragéo de
Gram, apesar de ter a estrutura Gram-positiva. E um grupo heterogéneo, com
individuos exibindo uma grande diversidade de requerimentos nutricionais,
condigdes de crescimento, metabolismo e composicdo de DNA. Sdo moveis
possuindo flagelos peritriquios e ndo produzem pigmentos (Ash et al. 1993).
Alguns sdo patdégenos e causam doencas em larvas e pupas de insetos
economicamente importantes (Allippi & Aguilar 1998, Heyndrickx et al. 1996a).

Espécies de Paenibacillus tém sido isoladas de uma grande variedade
de fontes como solo (Berge et al. 2002), agua, rizosferas, materiais vegetais,
alimentos, raizes de arvores, alimentos, forragem, fezes e larvas de insetos
(Daane et al. 2002), e uma espécie foi isolada de materiais clinicos (Booshard,

Zbinden & Altwegg, 2002). Junto com o género Bacillus, € o mais freqientemente



encontrado em alimentos estocados sob temperatura de refrigeragao (abaixo de
10°C) (Girardin et al. 2002).

A principal caracteristica do grupo € a secregcao de enzimas
extracelulares, polissacarideos, aminoacidos e metabdlitos secundarios (Yoon et
al. 2003), como P. validus que degrada hidrocarbonetos poliaromaticos, (Daane
et al. 2002), P. alginolyticus e P. chondroitinus que degradam alginato (Shida et
al. 1997a), P. agaridevorans, uma das poucas espécies capazes de degradar
agar (Uetanabaro et al. 2003). Alguns sao conhecidos por produzirem
polissacarideos (Yoon et al. 2002), Ha ainda espécies que habitam o solo e séo
importantes na fixagdo de nitrogénio, como P. borealis (Elo et al. 2001), P.
brasilensis (Von der Weid et al. 2002). Algumas espécies ainda sao produtoras de
enzimas extracelulares em meio alcalino, sendo denominadas bactérias
alcalifilicas, como P. campinasensis (Yoon et al. 1998) e P. daejeonensis (Lee et
al. 2002). Alguns sao utilizados no tratamento de efluentes de industrias téxteis,
como o P. azoreducens, que degrada um descorante comumente utilizado que
contem um grupo azo (derivados das aminas) e é considerado um poluente
importante porque tem como produto resultante da degradagcdo, aminas com
efeitos toxicos, carcinogénico e mutagénico (Meehan, Bjourson& McMullan, 2001).
Paenibacillus koreensis produz compostos antifungicos inibidores do crescimento
de varios patdégenos de plantas e animais, sendo que esta espécie € usada como
controlador biolégico de fungos devido a sua habilidade em degradar quitina, o

maior componente de parede celular desses organismos (Chung et al.2000).



2.2 Atividade antimicrobiana

As bactérias do género Paenibacillus sdo produtoras de metabdlitos
secundarios, compostos especiais com estruturas diferentes dos metabdlitos
primarios como agucares, peptideos e acidos organicos, dos quais sao derivados.
Entre esses compostos estdo: antibidticos, pigmentos, toxinas, indutores de
competicdo, simbiose, inibidores de enzimas, ferombénios e promotores de
crescimento animais e vegetais. Os metabdlitos secundarios ndo sdo essenciais
para o crescimento dos microrganismos, mas € uma via alternativa que colabora
para sua sobrevivéncia na natureza (Martin & Demain, 1980).

Antibidticos sdo um grupo de compostos organicos heterogéneos, de
baixo peso molecular, que em pequenas concentracbes sao deletérios ao
crescimento ou as atividades metabdlicas de outros microrganismos. Nos ultimos
10 anos, tém-se isolado varios antibiéticos de varios géneros de microrganismos,
como Bacillus cereus, produtor da Kanosamina e Zwittermycin A (Milner et al.
1996), B. subtilis, produtor da bacilosina (Tamehiro et al. 2002), B. licheniformes,
produtor do Fungicin M4 e bacitracina (Lebbadi et al. 1994), Pseudomonas,
produtora das Fenazinas e oomicina A, Paenibacillus polymyxa, produtor da
polixina (Piuri et al. 1998), polimixina, gavaserin e saltavalin (Pichard, Larue &
Thouvenot, 1995), o género Streptomyces, produtor de uma variedade de
metabdlitos secundarios, que compreende a metade dos antibidticos conhecidos
(Tamehiro et al. 2003).

Esses compostos antibidticos sdo classificados de acordo com a forma

com que sao sintetizados, assim, podem ser produzidos sem a participacao direta



dos ribossomos (antibidéticos ndo ribossomais), ou podem ser codificados por
genes, sendo assim, sintetizados ribossomicamente (Tamehiro et al. 2002). Os
antibidticos sao produzidos sem a participacdo direta do ribossoma através de
uma serie de reacdes catalisadas por enzimas multifuncionais, denominadas
peptideo sintases, possuem estruturas lineares ou ciclicas, sendo compostos por
aminoacidos modificados, incluindo acidos graxos, hidroxiacidos (Martin &
Demain, 1980) Esses compostos sédo produzidos e secretados durante a fase
estacionaria de crescimento e tem relagdo com o aumento da competicdo durante
a germinagao dos esporos (Tamehiro et al. 2002).

Os antibidticos ribossomalmente sintetizados sao catidnicos e a
maioria deles, matam bactérias por permitir a permeabilizacdo da membrana
plasmatica da célula alvo. Provavelmente sua carga positiva facilita a interagao
com o fosfolipideo da membrana, carregado negativamente e com a parede
celular de caracteristica acida. Antibidticos polipeptideos produzidos
ribossomalmente por bactérias sdo chamados bacteriocinas (Nissen-Meyer &
Ingolf et al. 1997).

A acéo dos antibidticos sobre os microrganismos pode provocar dois
tipos de efeito, desde que este seja sensivel: a morte (efeito bactericida) ou
interrupcao de seu crescimento e reproducgao (efeito bacteriostatico). Estes efeitos
sao determinados por mecanismos de acdo, exercido por alteracbées na
permeabilidade da membrana citoplasmatica (Oscariz & Pisabarro, 2001),
interferindo na sintese da parece celular ou na biossintese de componentes
celulares essenciais (De Lucca & Walsh, 1999) e enzimas celulares (Oscariz &

Pizabarro, 2000).



O género Paenibacillus esta sendo estudado e ja € comprovada a agao
antibiética frente a um amplo espectro de microrganismos como fungos
filamentosos (Nielsen & Sorensen, 1997; Dijksterhuis et al. 1999) bactérias (Seldin
et al. 1999), inclusive patdogenos anaerébios importantes como Clostridium

botulinum (Girardin et al. 2002).

2.3 Utilizagdo como probidtico

O género Bacillus vem sendo bastante pesquisado quanto ao uso no
controle biolégico, producao de enzimas e em seu potencial como probidtico (Duc
& Cutting, 2003; Duc et al. 2004), ja que sao microrganismos produtores de
esporos bastante utilizados como suplemento alimentar nas ragcdes para animais,
como galinhas, porcos, bovinos (Jadamus, Vahjen & Simon, 2001) e crustaceos
(Rengpipat et al. 2003).

O termo "probidtico" é definido como organismos vivos que ingeridos
exercem efeito benéfico no balango da flora bacteriana intestinal do hospedeiro
pois aumentam os mecanismos de defesa do animal sem perturbar as fungdes
fisioldgicas e bioquimicas normais.

Como fungao benéfica no organismo, os probioticos tém efeito sobre o
equilibrio bacteriano intestinal, controlando o colesterol e diarréias (Reque et al.
2000). O meio de atuacgao dos probidticos no organismo se refere principalmente a
inibicdo que estes exercem na colonizagao do intestino por bactérias patogénicas.
Os mecanismos através dos quais o0s probioticos reduzem as bactérias

patogénicas seriam a produgcdo de substancias bactericidas; disputa por



nutrientes; alteracdo do metabolismo microbiano; estimulo do sistema imunolégico
a partir da capacidade de adesao a mucosa intestinal (Casula & Cutting, 2002).

Os organismos com potencial para serem utilizados como probiéticos
devem apresentar algumas caracteristicas especificas: reproduzirem-se
rapidamente; produzirem substancias antimicrobianas; resistirem ao tempo entre a
fabricacdo, comercializagdo e ingestdo do produto devendo atingir o intestino
ainda vivos. Essas caracteristicas conferem vantagem aos microrganismos
produtores de esporos, ja que estes, apos serem ingeridos, germinam
rapidamente no ambiente intestinal, sendo possivel detectar a germinagao
repetida das células vegetativas durante a passagem intestinal (Jadamus, Vahjen

& Simon, 2001).

2.4 ENZIMAS EXTRACELULARES EM Paenibacillus

2.4.1 Pectinases

Pectinas sao heteropolissacarideos complexos formados por um
esqueleto de acido galacturdnico ligados por ligagbes a-1,4 a residuos de glicose,
ramnose, galactose, etc. Baseado no grau de esterificacdo, as substancias
pécticas recebem uma denominagdo, protopectina, acidos pecticos, acidos
pectinicos e pectinas (Kashyap et al. 2001). E encontrada na parede celular dos
vegetais e pode estar interligada a outros polissacarideos e proteinas formando
uma rede insoluvel, conferindo rigidez a parede celular vegetal. Durante o

processo de apodrecimento, essa estrutura é alterada por enzimas que ocorrem



naturalmente nas frutas, resultando num composto soluvel ao redor das células
tornando o tecido mole (Kashiap et al. 2001).

Enzimas pectinoliticas séo produzidas também por fungos e bactérias,
patdgenos de plantas que causam a queda de folhas, murcha e podridao.
(Kobayashi et al. 2001). Por outro lado, as pectinases sdo enzimas de importancia
industrial na extracdo, clarificacdo e liquefacdo de sucos de frutas e vinhos
(Kashyap et al. 2001; Bhat, 2000; Tamburini et al. 2003). Essas enzimas também
sao utilizadas na industria téxtil no amaciamento de fibras como linho e juta (Cao,
Zheng & Chen, 1992; Tamburini et al. 2003), na industria do papel evitando
problemas de retencao de particulas nos filtros (Horikoshi, 1999), na extragdo de
Oleos de canola, coco, girassol, 6leo de oliva, na fermentagdo do café e chas, na
industria de ragbes para animais, no tratamento de efluentes das industrias de
processamento de sucos e no isolamento de protoplastos para manipulagao
genética (Kashyap et al. 2001; Bhat, 2000).

As pectinases sao divididas de acordo com suas aplicagbes em
pectinases acidas e pectinases alcalinas.

As pectinases acidas sao extraidas dos fungos, especialmente de
Aspergillus niger e sao utilizadas na industria de sucos de frutas, vinhos e cidra.
Ainda sdo utilizadas em ragdes para animais a partir das sobras da extracao de
sucos citricos que ficam nos extratores (Kashyap et al. 2001).

As pectinases alcalinas sao utilizadas no amaciamento de fibras
vegetais, através de uma fermentagdo em que microrganismos decompdem a
pectina da casca da planta liberando a fibra. S&o utilizadas ainda no tratamento de

efluentes, na producéo de papel, sendo superior em qualidade, resultando em um



papel mais uniforme e macio (Horikoshi, 1999). Na industria, as pectinases
alcalinas utilizadas sao principalmente de bactérias do género Bacillus (Kobayashi

et al. 2001; Tamburini et al. 2003).

2.4.2 Quitinases

A quitina, um polimero insoluvel, linear de N-acetilglucosamina. E um
dos mais abundantes polissacarideos na natureza. Comum no exoesqueleto de
insetos, algas, crustaceos e parede dos fungos (Watanabe et al. 1990; Yang et al.
2000). A quitina e seus derivados tém chamado atengado devido a suas versateis
atividades biologicas como aumento da imunidade, floculante em estagcbes de
tratamento esgoto e como agroquimico (Yang et al. 2000; Wang & Chang, 1997)

Quitinases sao glicano hidrolases encontrados em plantas, fungos,
nematddeos e alguns vertebrados, e sdo importantes na nutricado de saprofitos do
solo e da agua e consequentemente na reciclagem de materiais contendo quitina,
(Folders et al. 2001; Trachuk et al. 1996). Em plantas, a produgéo de quitinases
esta relacionada a resposta a infecgbes provocadas por fungos patogénicos
(Watanabe et al. 1990). Entre as bactérias, os géneros Streptomyces, Bacillus,
Vibrio possuem as maiores atividades quitinoliticas (Trachuk et al. 1996). A
produgado de quitinases é normalmente regulada pela presenca do substrato, pois
sua sintese € reprimida quando a bactéria cresce em um meio rico e s6 induzida
quando crescem em meio minimo suplementado com quitina como unica fonte de
carbono (Folders et al. 2001).

A producdo de enzimas quitinoliticas € um importante elemento na

utilizacdo de residuos de escamas de peixes e cascas de crustaceos, pois nao sé



resolve problemas ambientais, mas também diminui o custo da producédo de
quitinas microbianas (Wang & Hwang, 2001). Estes restos marinhos, como cascas
de crustaceos e escamas de peixes contém além da quitina, proteina e compostos
inorganicos, como o carbonato de calcio (Yang et al. 2000).Tradicionalmente, a
preparacao da quitina a partir de restos marinhos envolve a desmineralizacéo e
desproteinizacdo com o uso de acidos e bases fortes, o que além de resultar em
um produto com propriedades inconsistentes, causa um problema de descarte, ja
que uma neutralizagado e desintoxicagcao do efluente deverdo ser feitas antes da

liberagdo no ambiente (Yang et al. 2000).

2.4.3 Celulases

Celulose, o componente mais abundante encontrado na natureza quase
que exclusivamente nas paredes das células vegetais, também ¢é produzida por
alguns animais como os tunicados e por algumas bactérias (Lynd et al. 2002). E
um polissacarideo composto de unidades de (-D-glicopiranosil unidas por ligacdes
B-1,4-glicosidicas (Gilkes et al. 1991). Na maioria dos casos a celulose n&o esta
presente num estado puro e sim formando fibras que estdo embebidas numa
matriz de outros biopolimeros como hemiceluloses e lignina (Robson &
Chambliss, 1989). Uma importante caracteristica da celulose, é sua estrutura
cristalina, a qual permite que as fibras sejam empacotadas proximas prevenindo a
penetragao tanto de enzimas como de moléculas pequenas como a agua (Lynd et
al. 2002).

Entre as bactérias ha uma diferenga entre as estratégias de utilizagao

da celulose entre organismos aerdbios e anaerdbios. Microrganismos anaerobios,



nao liberam as enzimas no meio extracelular e sim mantém um sistema
enzimatico complexo (celulossoma) em suas paredes produzindo pequenas
quantidades da enzima e o resultado da degradagcdo sédo produtos de
fermentacdo como etanol, &cidos orgénicos, CO, (Lynd et al. 2002).
Microrganismos com metabolismo oxidativo produzem grandes quantidades de
enzimas que sao secretadas para o meio de cultura e podem ser recuperadas nos
sobrenadantes, além de terem altas producgdes, caracteristica do metabolismo
aerébio (Lynd et al. 2002). E importante notar que a maioria das bactérias
celuloliticas do solo (Bacillus, Micromonospora, Themobifida) também sao
produtoras de metabdlitos secundarios e enddsporos, habilidades importantes que
conferem vantagens seletivas na natureza (Lynd et al. 2002).

Para os microrganismos hidrolisarem e metabolizarem celulose
insoluvel, celulases extracelulares devem ser produzidas, essas podem ser livres
ou associadas a célula (Lynd et al. 2002). Assim, o sistema enzimatico é formado
por trés enzimas: as endo-B-1,4-glicanases, as exo -B-1,4-glicanases
(celobiohidrolases) e as B-glicosidases (celobiases). Essas trés enzimas agem
sinergisticamente para hidrolisarem a celulose cristalina. O efeito do sistema de
enzimas € a rapida diminuicdo do comprimento do polimero e o aumento do
numero de agucares redutores (Robson & Chambliss, 1989).

Estudos com celulases produzidas por bactérias do género
Paenibacillus ja estdo sendo feitos com bons resultados, podendo ser uma
ferramenta importante com aplicagdes na industria (Sanchez et al. 2004).

O progresso nos estudos das celulases e enzimas relacionadas estao

atraindo atengdes, pois recentes descobertas nas areas da bioquimica, genética,



proteinas e enzimas de bactérias e fungos tém levado a antecipacéo do potencial
comercial dessas enzimas (Bhat, 2000).

O potencial biotecnoldgico das celulases é imenso, nas industrias de
alimentos, na clarificacdo de sucos de frutas e vegetais, na extragdo de dleo de
oliva, na produgao de cerveja e vinhos. Em ragdes para animais, aumentando seu
valor nutricional e a digestibilidade. Na industria de téxteis, modificando as fibras
aumentando a qualidade e amaciando os tecidos. Em detergentes e sabdes em
po, melhorando as cores e removendo a sujeira. Aplicagdes na agricultura, como
biocontroladores de doengas e promovendo o crescimento de plantas (Bhat,

2000).

2.4.4 Lipases

As lipases sao glicerol éster hidrolases que catalisam a quebra de
triglicerideos em diglicerideos, monoglicerideos, glicerol e acidos graxos (Sommer,
Bormann & Gotz, 1997), agindo nas ligacbes éster carboxil presentes nos
acilglicerois (Jaeger et al. 1994).

A lipolise acontece exclusivamente na interface lipideo-agua, e a
concentragao de substrato é que determina a taxa de quebra (Jaeger & Reetz,
1998). As lipases de origem microbiana sdo as mais versateis e conseguem fazer
um grande numero de reagdes, como hidrélise, esterificagdo, alcodlise (Haki &
Rakshit, 2003).

As fungdes fisioldgicas das lipases e esterases estdo envolvidas em
prover fontes de carbono durante a degradagdo de substratos, como fator de

viruléncia em alguns géneros como Staphylococcus e Pseudomonas ou



detoxificagdo de biocidas (Prim et al. 2000). As lipases também exercem certas
fungdes fisiologicas nas células e membranas, como o metabolismo de lipidios e
lipopolissacarideos (Jaeger et al. 1994).

Lipases extracelulares normalmente aparecem no meio de cultura
quando as células bacterianas chegam ao fim da fase logaritmica de crescimento.
Existem uma variedade de condi¢cbées que influenciam a producéo dessas lipases,
altas concentragcdes de ferro no meio reprimem a sintese assim como as
limitacdes de fontes de carbono e energia aumentam a producgédo (Jaeger et al.
1994).

As aplicagdes das lipases alcalinas em formulagdes de detergentes tém
sido mais estudadas. Varias lipases com alto nivel de atividade em pHs alcalinos
foram obtidas de microorganismos, alguns pertencentes ao grupo dos alcalifilicos,
que se caracterizam por ter seu crescimento 6timo em pHs alcalinos (Lin et al.
1996).

As razbes para o potencial biotecnolégico das lipases microbianas,
produzidas especialmente pelos géneros Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces e
por fungos filamentosos, esta no fato de que possuem certas caracteristicas
desejaveis, sdo estaveis em solventes organicos, ndo requerem cofatores, e agem
numa ampla gama de substratos. Varias lipases tem sido produzidas
comercialmente e a grande maioria € originada de bactéria e fungos (Jaeger &
Reetz, 1998). Varios Bacillus sp. sdo consideradas as maiores fontes de enzimas
lipoliticas (Haki & Rakshit, 2003).

A aplicacédo mais importante das lipases é na industria de detergentes

para roupas € lougas, mas também sao utilizadas como ingrediente em alimentos,



na industria do papel, na emulsificacdo de alimentos, produtos farmacéuticos e
cosmeéticos, no desenvolvimento de sabor em produtos lacteos, remogéo da
gordura subcutanea na industria do couro (Jaeger & Reetz, 1998; Haki & Rakshit,
2003) e no futuro pode ser uma arma na prevengao e limpeza de residuos
formadores de filmes de gordura em efluentes (Jaeger & Reetz, 1998).

Ha uma crescente preocupacao sobre os efeitos dos processos de
lavagem no meio ambiente, além da necessidade da diminuigdo das temperaturas
de lavagem a fim de economizar energia, esses sdao os maiores desafios que
impulsionam o desenvolvimento de novas tecnologias que solucionem esses
problemas. A descoberta de novas lipases que agem em temperaturas baixas e
em pH alcalino vem solucionar esses problemas, como a “Lipolase”, uma
formulagdo comercial contendo lipases (Falch, 1991; Jaeger et al. 1994), a
‘Lumafast” e a “Lipomax” (Jaeger et al. 1994).

O aumento no interesse do estudo das lipases microbianas levou ao
melhoramento de cepas produtoras e das propriedades bioquimicas das enzimas
lipoliticas. Cepas de Paenibacillus spp ja foram pesquisadas e provaram produzir
enzimas que degradam lipidios, potencialmente uteis na industria e biotecnologia

(Prim et al. 2000).

2.4.5 Xilanases

A xilana é um biopolimero abundante em tecidos vegetais (Blanco et al.
1995), sendo encontrada nas paredes secundarias das células das plantas

(Subramaniyan & Prema, 2002).



As xilanas formam o grupo das hemiceluloses que constituem a
madeira, sendo (35 a 50% de celulose, 20 a 30% de hemicelulose e 20 a 30% de
lignina) (Kulkarni et al. 1999; Subramaniyan & Prema 2000,). Sendo composta de
um esqueleto de unidades de D-xilopiranosil ligadas por ligagées B-1,4, com graus
variados de substituicao (Kulkarni et al. 1999; Subramaniyan & Prema, 2002).

A biodegradagado da xilana requer a agdo de varias enzimas que s&o
produzidas por microrganismos xilanoliticos, e agem em sinergismo (Thomsom,
1993). As endo-B-1,4-xilanases, que clivam o esqueleto de xilana, liberando
unidades de xilooligossacarideosas, as [B-xilosidases, que clivam os pequenos
fragmentos liberando a xilose. (Kulkarni et al. 1999; Subramaniyan & Prema,
2002).Muitas enzimas celuloliticas também tém atividade xilanolitica como uma
funcéo secundaria (Thomson, 1993).

A producéo de xilanase por fungos e bactérias mostrou ser indutivel,
mas ha raros exemplos da expressdo de xilanases constitutivas (Srivastava &
Srivastava apud kulkarni et al. 1999). A xilana, sendo um biopolimero de alto peso
molecular, ndo consegue penetrar na parede celular, assim pequenos fragmentos
de xilana, os xilooligossacarideos liberados pela acdo de pequenas quantidades
de enzima produzida constitutivamente, tem papel fundamental na degradacéao
desse biopolimero (Bajpai, 1997; Kulkarni et al. 1999).

O interesse na aplicagao de xilanases na industria tem aumentado nos
ultimos anos, devido a sua importancia na industria do papel em ragdes para
animais e na industria de paes (Blanco et al. 1995).

As xilanases sao de grande importancia para a industria do papel, pois

a hidrélise da xilana facilita a liberagdo da lignina e reduz o uso do cloro como



agente branqueador. A preocupagado com o impacto de poluentes provenientes da
industria do papel forca a pesquisa por novas técnicas de branqueamento, ja que
o clareamento convencional da polpa do papel, que é escura por causa da lignina,
libera compostos fendlicos clorados. Estudos tém sido feitos sobre os efeitos de
efluentes da industria do papel, nos quais constata-se que a maioria dos
compostos cloroaromaticos liberados no ambiente sdo toxicos e acumulam-se nos
componentes bioticos e abidticos do ecossistema (Viikari et al. 1994; Blanco et al.
1995; Subramaniyan & Prema, 2002;).

Outras areas onde o sistema de xilanases produzidas por
microrganismos € explorado sdo o0 melhoramento da degradacdo das
hemiceluloses no riumem de animais ruminantes, ja que as xilanas representam a
maior fonte de energia para esses microrganismos fermentadores, no uso de
enzimas termostaveis na conversao de hemiceluloses em matéria prima para
produtos quimicos e rag¢des, na eliminagdo de restos provenientes da agricultura e
no biocontrole da fitopatogénese (Thomsom, 1993; Subramaniyan & Prema,
2002). A aplicabilidade das xilanases também esta no aumento do uso de certos
materiais como Rayon, celofane e outros quimicos produzidos da polpa do papel
dissolvida (Subramaniyan & Prema, 2002), como espessante e anticongelante em
alimentos (Kulkarni et al. 1999).

A pesquisa por microorganismos que produzem e secretam xilanases ja
foi iniciada com Bacillus spp, devido a alta producédo de xilanases com atividade
em pH alcalino. As bactérias do género Bacillus sdo industrialmente importantes

por serem fontes de hemicelulases, mas ainda pouco se sabe sobre as atividades



hidroliticas dessas enzimas produzidas por esses microorganismos
(Subramaniyan &Prema, 2000).

O género Paenibacillus tem grande potencial de utilizagdo na industria,
ja tendo endo-B-1,4-xilanase e B-xilosidases estudadas e seus genes clonados e

sequenciados (Gosalbes et al. 1991).

2.4.6 Proteases

Enzimas proteoliticas catalisam a clivagem de ligagdes peptidicas em
outras proteinas, resultando em hidrolise total dessas proteinas (Rao et al. 1998),
sao enzimas constituintes de todas as formas de vida, desde procariotos ate
animais (Gupta, Beg & Lorenz, 2002).

Proteases de origem microbiana sao classificadas em varios grupos.
Quanto a natureza do sitio ativo (sericas, cisteinicas, asparticas ou metalicas) ,
quanto ao modo de atuagao (endo e exopeptidases) (HAKI & RAKSHIT, 2003), e
quanto a tecnologia (acidas ou alcalinas, termoestaveis ou nao) (Gupta, Beg &
Lorenz, 2002). Microrganismos elaboram varios tipos de proteases, que podem
ser intracelulares, importantes nos processos celulares como esporulacdo e
diferenciagdo, maturagdo de enzimas, reciclagem de proteinas e manutengao do
“‘pool” de proteinas. As proteases extracelulares sao importantes na hidrolise de
proteinas e habilitam a célula a absorver e utilizar os produtos dessa hidrélise
(Gupta, Beg & Lorenz, 2002).

A produgcdo de proteases por microrganismos € grandemente
influenciada pelos componentes do meio, como carbono, nitrogénio, ions metais,

fatores fisicos como temperatura, pH, tempo de incubagao (Puri, Beg & Gupta,



2002). A sintese de proteases por bactérias do género Bacillus é constitutiva ou
parcialmente indutivel e controlada por varios mecanismos que operam durante a
transicao da fase exponencial e fase estacionaria de crescimento (Kumar &
Takagi, 1999). Além de variar enormemente na suas propriedades cataliticas e
fisicoquimicas, por exemplo, a sintese & suprimida pela presengca de fonte de
nitrogénio metabolizavel no meio, como aminoacidos e amédnia (Kaur et al. 2001).

Essas enzimas sdo importantes nos processos metabdlicos, mas
também tém recebido a atencdo da comunidade industrial (Gupta, Beg & Lorenz,
2002), sendo que proteases representam um dos maiores grupos de enzimas
utilizados na industria, e cerca de 60% das vendas de enzimas no mundo (Rao et
al. 1998). Proteases oriundas do género Bacillus fazem parte de 20% do mercado
de enzimas, com predominante aplicagdo em detergentes (Kaur et al. 2001),
devido a sua capacidade de secretar grandes quantidades de proteina no meio
(Christiansen & Nielsen, 2002).

Seguindo a nova tendéncia de desenvolvimento de novos produtos e
processos limpos para o ambiente, as proteases tém aplicagdes no tratamento do
couro (hidrolisando os constituintes da pele e removendo o pélo com menor
geragao de efluente toxico), na industria de alimentos (queijos, paes, produtos de
soja, producdo de hidrolisados de soja para nutricdo de criangas e idosos e
sintese do aspartame) na industria farmacéutica (Gupta, Beg & Lorenz, 2002; Rao
et al. 1998; Kumar & Takagi, 1999), tem papel crucial na pesquisa basica
(elucidacdo de estruturas, sintese e sequenciamento de peptideos) e em varios

processos de bioremediacao (Rao et al. 1998; Kumar & Takagi, 1999).



2.4.7 Enzimas Xantanoliticas

A xantana &€ um polissacarideo extracelular produzido pela bactéria
fitopatdgena Xanthomonas campestris (Nankai et al. 1999). Pode ser produzido
comercialmente através da fermentagdo de amido ou glicose, seguida de uma
degradacédo que combinam processos acidos com degradagdo enzimatica
(Papagianni et al. 2001; Kiosseoglou et al. 2003). E um biopolimero composto por
um esqueleto de celulose com cadeias laterais de trissacarideos (sequéncias de
manosil-glucoronil-manose) (Hashimoto et al. 1998). Usado na industria para
aumentar a densidade em solugdes aquosas e como estabilizador de emulsdes e
suspensodes particuladas, também usado na industria de alimentos, como sucos,
sorvetes, molhos para salada e na industria de explosivos, tintas, liquidos para
extintores e cosméticos.

A descoberta de novas cepas produtoras de enzimas que hidrolisam a
xantana sera util para o tratamento de infecgdes e doencas causadas por
Xanthomonas, uma vez que é o principal fator de viruléncia contra plantas
(NANKAI et al. 1999). Tais enzimas podem ser também utilizadas na preparagéo
de xantano modificado com novas propriedades fisico-quimicas que resultem em
novas aplicagbes na industria de biopolimeros (Hashimoto et al. 1998; Nankai et
al. 1999).

Ha dois tipos de enzimas que degradam a xantana produzidas por
microrganismos, uma endo-1,43-glucanase que catalisa a hidrélise da cadeia
principal do xantano, e uma transeliminase, que cliva as cadeias laterais de

trissacarideos, esta pouco caracterizada (Hashimoto et al. 1998).



Enzimas com atividade xantanolitica sdo obtidas de microrganismos
que conseguem utilizar a xantana como unica fonte de carbono para seu
crescimento, ha trabalhos que confirmam a secrecdo dessas enzimas em
individuos dos géneros Bacillus (Cadmus et al. 1982; Hashimoto et al. 1998;

Nankai et al. 1999;) e Paenibacillus (Ruijssenaars, Bont & Hartmans, 1999).

2.4.8 Amilases

As a-amilases constituem uma familia de hidrolases encontrada de
eubactérias a eucariotos (Oudjeriouat et al. 2003) que clivam as ligagbes a1-4 no
amido e polimeros assemelhados (Nielsen & Borchert, 2000). Sdo responsaveis
pela solubilizagcdo do amido, que é composto de dois polimeros de glicose a
amilose (de estrutura linear) e a amilopectina (de estrutura ramificada) (Nielsen &
Borchert, 2000; Oudjeriouat et al. 2003). Assim como os outros polimeros, o
amido requer uma combinacao de enzimas para sua completa hidrélise, como as
a-amilases, glicoamilases e as B-amilases (Hagihara et al. 2001; Haki & Rakshit,
2003). As amilases sao classificadas ainda de acordo com o local de agéo, podem
ser endo ou exo enzimas. As a-amilases sdo endo enzimas que hidrolisam as
ligacdes em locais ao acaso, liberando oligossacarideos lineares ou ramificados.
As exo amilases agem nos terminais do substrato, liberando monossacarideos
(Haki & Rakshit, 2003).

O amido, principal componente da nossa dieta diaria, tem aplicacgoes,
como na producdo de paes, xaropes de glicose/frutose, alcool combustivel de
amido. Enzimas amiloliticas, especialmente as a-amilases sdo importantes na

industria de alimentos e de detergentes (Hagihara et al. 2001), sendo responsavel



por 30% do consumo de enzimas no mundo (Haki & Rakshit, 2003).Na industria
de alimentos € utilizada na liquefacdo do amido, produzindo xaropes de glicose e
frutose e na industria de paes (Oudjeriouat et al. 2003). Sao utilizadas também na
remogao de manchas de roupas e lougas (Nielsen & Borchert, 2000) e na industria
téxtil (Igarashi et al. 1998).

Muitos microrganismos, especialmente do género Bacillus produzem
amilases neutras ou acidas, com pH em torno 6.5. Esta neutralidade € inutil, pois o
raio de agao dos detergentes € entre pH 8-11 (Hagihara et al. 2001; Igarashi et al.
1998). Nos ultimos anos foram descobertas a-amilases de Bacillus termoestaveis
e fortemente ativas em meio alcalino, essas enzimas tém sido isoladas, descritas
e utilizadas em varios processos em escala industrial (Haki & Rakshit,, 2003;
Horikoshi, 1999). Muito se tem feito para otimizar as enzimas, varias a-amilases
tem sido construidas por técnicas de bioengenharia (Nielsen & Borchert, 2000).

Muitas enzimas extracelulares sdo obtidas a partir de bactérias do
género Bacillus, bactérias de parede celular Gram positivas, estrutura que facilita a
secrecdo de proteinas para o meio extracelular, pois a auséncia de uma
membrana externa simplifica as vias de secrecdo de proteinas.
Consequentemente, Bacillus e géneros aparentados tém um alto potencial de
secregcao de proteinas diretamente no meio de cultura, em altas concentragdes

(Stepheson & Harwood, 1998).

2.5 Controle Microbiolégico

Controle microbiolégico consiste no uso de um microrganismo vivo para

eliminar ou controlar outro microrganismo (Von der Weid et al. 2003), oferece uma



alternativa ou se torna um &timo suplemento ao uso de pesticidas quimicos,
diminuindo a carga de poluentes liberada no meio ambiente (Silo-Suh et al. 1994,
Budi et al. 2000). Ha varios mecanismos que contribuem para a atividade
biocontroladora e consequente supressao dos patdégenos, como competicdo por
nutrientes e por sitios de colonizagdo (Von der Weid et al. 2003). Muitas vezes o
biocontrole é atribuida a antibiose. Em muitos estudos feitos, um ou mais
antibiéticos sao produzidos que tem papel importante na supressao de doencas,
minimizando o surgimento de resisténcia entre os patégenos por duas razdes, a
maioria dos agentes biocontroladores produz mais de um antibiético, sendo que a
resisténcia a multiplos antibiéticos ocorre somente em uma freqiéncia muito baixa
e porque nao € toda populagdo de patdgenos que é exposta (Handelsman &
Stabb, 1996; Emmert & Handelsman, 1999). E vantajoso também porque ha uma
alta especificidade dos agentes utilizados, diminuindo a ocorréncia de resisténcia
aos agentes. Mesmo pertencendo a mesma espécie, diferentes isolados agem de
diferentes maneiras e em diferentes estagios de desenvolvimento do organismo
alvo (Walker, Powel & Seddon, 1998). O biocontrole pode ainda exercer um efeito
mais duradouro que os pesticidas quimicos, devido a complexidade das interagcdes
entre os organismos, ao numero de mecanismos envolvidos na supressdo da
doenga por um unico microrganismo e da adaptabilidade deste ao ambiente onde
sera utilizado (Emmert & Handelsman, 1999).

Muitos microrganismos com atividade biocontroladora ja foram
identificados e a maioria sdo bactérias gram negativas, como Pseudomonas
(Nielsen et el. 1998; Asaka & Shoda, 1996). O género Bacillus e mais

recentemente o género Paenibacillus, tém sido estudados e comprovados para a



atividade de biocontroladores (Nielsen & Sorensen, 1997; Dijksterhuis et al. 1999).
Bacillus e Paenibacillus spp compartiiham varias caracteristicas que os fazem
bons candidatos a agentes biocontroladores, como abundéncia no solo, produgao
de varios metabdlitos de amplo espectro de atuagédo (Kim, Cook & Weller, 1997)
ativos biologicamente que agem sinergisticamente com enzimas extracelulares
que degradam a parede celular de fungos (Mavingui & Heulin, 1994) e a
habilidade de formar enddsporos de resisténcia (Silo-Suh et al. 1994), uma forma
estavel, resistente a dessecagao, calor, raios uv e solventes organicos (Walker,
Powel & Seddon, 1998). Sao também habitantes do solo, epifitos ou enddfitos nas
rizosferas (Handelsman et al. 1990), sdo de facil manejo, caracteristicas
vantajosas que os tornam candidatos ao uso como biocontroladores de doengas
(Walker, Powell & Seddon, 1998; Asaka & Shoda, 1996).

Estudos realizados confirmaram o bom potencial biocontrolador de
Paenibacillus, pois sua presenga se mostrou eficaz no biocontrole de fungos
fitopatogenos, além de ser compativel com a permanéncia de micorrizas, que tem
papel principal na saude e sobrevivéncia da planta (Budi et al. 1999). Além dos
estudos in vitro, existem varios trabalhos que mostram a alta atividade
antimicrobiana supressora de doengas das espécies do género Bacillus in vivo,
como na supressdo de doengas causadas por fungos em abdbora (Cucumis
sativus) (Smith, Havey & Handelsman, 1993), em folhas de amoreira, alimento
unico do bicho da seda (Yoshida et al. 2001) e no trigo (Kim, Cook & Weller,
1997).

O género Bacillus tem sido bastante estudado quanto a sua acdo como

biocontrolador (Kim, Cook & Weller, 1997; Yoshida et al. 2001). Embora haja



estudos com Paenibacillus, estes ainda sao pouco abrangentes, por isso é

importante pesquisar as atividades antimicrobianas e seu potencial biocontrolador.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Meios de cultura e reagentes

Todos os meios de cultura, solugdes e reagentes utilizados na parte

experimental dessa dissertacdo estdo escritos no Apéndice 8.

3.2. Cepas utilizadas

Os isolados de amostras de agua utilizados no presente trabalho
pertencem a colegdo do Departamento de Microbiologia/ICBS/UFRGS. Os
isolados estdo conservadas em glicerol 15% a -20°C. As 55 cepas de 15 espécies
do género Paenibacillus de agua e solo (Tabela 1) foram isoladas anteriormente e
identificadas por amplificagdo do 16S rDNA (primer especifico para o género) e

provas bioquimicas (Silveira, 2003).



3.3. Padronizacgao da curva de desenvolvimento e de esporos

Em frascos Erlenmeyers com 100mL de caldo TSB (Merck) foram
inoculados 100pL do pré-inoculo contendo uma cultura de Paenibacillus com 18
horas de incubagao a 30°C. Esses frascos foram incubados a 30°C com agitagao
de 100rpm por 96 horas e foram retiradas aliquotas de 100uL de 24 em 24 horas,
para fazer a contagem do numero de unidades formadoras de colénias (UFC) por
mL. Neste procedimento, uma aliquota de 100pL foi diluida de 10 " a 10 7 em
agua peptonada 0,1%. As amostras foram homogeneizadas e 20uL das ultimas
quatro diluigdes foram semeadas em triplicata em placas de agar TSA (Merck). As

placas foram incubadas a 30°C por 24 horas.




Tabela 1. Espécies de Paenibacillus isolados de amostras de agua e de solo.

Espécie Isolados de agua® Isolados de solo™
n= 33 n=22
P. validus 8 3
P. alginolyticus 0 4
P. azotofixans 6 3
P. chibensis 3 2
P. glucanolyticus 3 2
P. illinoiesis 3 0
P. koreensis 2 0
P. brasilensis 2 0
P. borealis 2 0
P. thiaminolyticus 1 2
P. mascerans 1 0
P. pabuli 1 3
P. apiarius 1 1
P. macquariensis 0 1
P. peoriae 0 1

Para fazer a contagem de esporos, retirou-se uma aliquota de 2 mL do
crescimento em caldo descrito acima, no mesmo momento em que ¢é feita a
contagem de células vegetativas. Essa aliquota foi incubada em banho—maria por
10 minutos a 80°C para que as células vegetativas sejam eliminadas.
Posteriormente, foram diluidas em agua peptonada 0,1% e semeadas as quatro
ultimas diluicdes em triplicata em placas de TSA e incubadas a 30°C por 24 horas.

As colbnias contadas em placa seréo originadas dos esporos.

* Amostras de agua provenientes do Estuario Guaiba (Lami, Belém Novo e Ipanema).
** Amostras de solo provenientes de culturas de milho.



3.4 Determinacao da Atividade Antibacteriana

Para a determinacdo da atividade antibacteriana foram utilizadas 16
bactérias indicadoras Gram-positivas, Gram-negativas, cepas de referencia de
patogenos de animais e plantas isolados de campo. Para determinagdo da
atividade antifungica dos isolados de Paenibacillus foram utilizados como
indicadores, 14 cepas de fungos filamentosos e 6 cepas de leveduras de
referéncia, isolados de campo e isolados clinicos. Os microrganismos e condi¢des

de crescimento podem ser visualizados na tabela 2.

3.4.1 Triagem dos isolados produtores de substancias

antibacterianas

Em placas de TSA os isolados de Paenibacillus foram inoculados em
sulco e foram incubados a 30°C nos tempos de 24 horas, 36 horas e 48 horas, a
fim de se determinar em qual dos tempos de incubacao o isolado testado teria

maior atividade antimicrobiana. Ao fim do tempo de incubacgao, as



Tabela 2: Bactérias indicadoras e condi¢des de crescimento.

Condic0Oes de

BACTERIAS INDICADORAS Fonte* crescimento
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 BHI, 37°C.
P. putida ATCC 15175 BHI, 37°C.
P. fluorescens ATCC 13525 BHI, 37°C.
Enterobacter cloacae ATCC 23355 BHI, 37°C.
Burkholderia cepacia ATCC 1759 BHI, 37°C.
Escherichia coli ATCC 23229 BHI, 37°C.
Staphylococcus aureus ATCC 12692 BHI, 37°C.
Salmonella typhimurium ATCC 14028 BHI, 37°C.
Shigella sonnei ATCC 25931 BHI, 37°C.
Xanthomonas axonopodis ATCC 8718 BHI, 37°C.
Citrobacter freundii ATCC 8090 BHI, 37°C.
Listeria monocytogenes ATCC 19112 BHI, 37°C.
L. innocua ATCC 33090 BHI, 37°C.
Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum FA, UFRGS? BHI, 37°C.
P. carotovorum subsp. brasiliensis FA, UFRGS? BHI, 37°C.
Ralstonia solanacearum FA, UFRGS? BHI, 37°C.
FUNGOS FILAMENTOSOS )
Aspergillus niger ATCC 16404 PDA, 30°C.
A. oryzae ATCC 1003 PDA, 30°C.
A.fumigatus ATCC 16913 PDA, 30°C.
Fusarium solani ATCC 36031 PDA, 30°C.
Bipolaris oryzae ICBS/UFRGS" PDA, 30°C.
Bipolaris sorokiniana 31 ICBS/UFRGS" PDA, 30°C.
B. sorokiniana 32 ICBS/UFRGS" PDA, 30°C.
B. sorokiniana 17 ICBS/UFRGS" PDA, 30°C.
B. sorokiniana 19 ICBS/UFRGS" PDA, 30°C.
B. sorokiniana 23 ICBS/UFRGS" PDA, 30°C.
Cladosporium spp 0-19 ICTA/ UFRGS® PDA, 30°C.
Phoma spp 0-21 ICTA/ UFRGS® PDA, 30°C.
Fusarium spp 0-14 ICTA/ UFRGS® PDA, 30°C.
Verticillium spp 0-13 ICTA/ UFRGS® PDA, 30°C.
LEVEDURAS
Candida albicans 1 ICBS/UFRGS® SABOURAUD, 25°C
C. tropicalis 2 ICBS/UFRGS® SABOURAUD, 25°C.
C. parapsilopsis 1 ICBS/UFRGS? SABOURAUD, 25°C.
C. glabrata L 30 ATCC 2001°¢ SABOURAUD, 25°C.

C. guiliermondii L 31
C. tropicalis L 33

NRRLY-2075°
NRRLY-12968°

SABOURAUD, 25°C.
SABOURAUD, 25°C.

*a- Cepas isoladas de batatas, Faculdade de Agronomia, UFRGS; b-Cepas isoladas de
trigo, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, UFRGS; c- Cepas isoladas do arroz, Instituto
de Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos,UFRGS; d-Cepas isoladas de pacientes com HIV
positivo, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, UFRGS; e— Cepas tipo.



bactérias indicadoras foram semeadas em estrias  perpendiculares
ao inéculo da cepa de Paenibacillus, e incubadas a 37°C a fim de permitir o
crescimento da indicadora e a verificagcdo da presenca de zonas de inibigcdo, que

foram medidas em milimetros. Todos os testes foram realizados em ftriplicata.

3.5 Determinacéao da atividade antifungica

3.5.1 Preparacédo da suspensédo de esporos fungicos

O fungo indicador a ser testado foi crescido em placa de Agar Dextrose
Batata (BDA - Acumedia) por 7 a 10 dias até que o crescimento atingisse as
bordas da placa. Apdés esse tempo de incubagédo, 5mL de uma solugdo salina
0,85% era depositada sobre o crescimento e com um suabe estéril era feita uma
raspagem suave para que os esporos se soltassem. Com uma micropipeta era
retirada a solugdo salina com os esporos e essa solugao foi ajustada para uma

concentracdo de 10* esporos/ mL através de contagem em Camara de Neubauer.

3.5.2 Triagem dos isolados produtores de substancias antifungicas

3.5.2.1 Fungos filamentosos

Foram inoculados 20uL da suspensdo de esporos, aproximadamente
2x10% esporos, no centro de uma placa de agar BDA previamente semeada com
quatro isolados de Paenibacillus a 4 centimetros do centro. Essas placas foram

incubadas a 30°C por 7 a 10 dias até que o crescimento do controle (placa



semeada somente com o fungo) atingisse as bordas da placa. Apds esse tempo
de incubacéao era verificada a presenca ou ndo de zonas de inibicdo que eram

medidas em milimetros. Todos os testes foram realizados em duplicata.

3.5.2.2 Leveduras

Em placas de Agar Sabouraud, isolados de Paenibacillus foram
inoculados em sulco e incubados a 30°C por 48 horas. Ao fim do tempo de
incubacgao, as leveduras indicadoras foram semeadas em estrias perpendiculares
ao Paenibacillus, e incubadas a 25°C a fim de permitir o crescimento da indicadora
e a verificagdo da presenca de zonas de inibicdo, que foram medidas em

milimetros. Todos os testes foram realizados em triplicata.

3.6 Atividade Antimicrobiana do sobrenadante de Cultura

Para a realizacdo dos testes de atividade antimicrobiana do
sobrenadante da cultura, 30uL de uma suspensao de células de 24 horas de
crescimento a 30°C em caldo TSB foram inoculados em frascos contendo 30mL
de caldo BHI Tamponado e incubado por 72 horas a 30°C (Piuri, Rivaz & Ruzal,
1998). Apos o tempo de incubagédo, a cultura foi centrifugada por 20 minutos a
5000g e o sobrenadante filtrado em membrana 0,22um. Apds a filtragdo o
sobrenadante foi armazenado em microtubos e congelado a -20°C. Foram
realizados testes para a confirmacdo da presenca de atividade antibidtica no
sobrenadante das culturas de isolados que mais se destacaram na triagem, oito
isolados de P. validus (172, 112, 10M, 191, 111, 168, 40 e 4), quatro de P.

chibensis (17b, 23, 12 e 18), um de P. koreensis (32M), um P. pabuli (24M), um P.



brasilensis (16), um P. illinoiensis (23M) e o isolado de P. peoriae (57), para isso
foi utilizado o método de difusdo em pocgos .Os testes foram repetidos com as

bactérias, fungos filamentosos e leveduras indicadoras e em duplicata.

3.7 Quantificacao da Atividade Antimicrobiana

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana foram realizadas
diluigdes seriadas (1/2, 1/4, 1/8, 1/16) dos sobrenadantes das culturas em tampao
PBS. Essas diluicdes foram inoculadas pelo método de difusdo em pocos, sendo
que a determinacdo da atividade antimicrobiana (UA) mL™ foi definida como a

maior diluicdo que apresentou halo de inibicdo de 2 mm de didmetro.

3.8 Producéo de enzimas extracelulares

3.8.1. Substratos testados

Para a determinacdo de isolados produtores de enzimas
extracelulares, nove substratos foram testados, xilana, quitina, pectina, proteina
(caseina), xantana, celulose, lipideo, amido neutro pH 7 e alcalino pH 10. Todos

os meios utilizados foram autoclavados por 15 minutos a 121°C.



3.8.2 Triagem para os isolados produtores de enzimas

extracelulares

3.8.2.1 Xilanase

Para a triagem de isolados produtores de xilanases, foi utilizado um
meio base suplementado com 0,4% de xilana, como unica fonte de carbono,

segundo Blanco e Pastor, 1993.

Meio: NazHPO4....ooevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 6g/L
KH2PO4....eeeeeeeee e 3g/L
NACH....eiiiie e 0,5g/L
IM MGSO4.. e 1mL/L
IM CaCloeieiieiieeee e 1mL/L
Extrato de levedura...............c.coooe. 1g/L
0] 2,5g/L
Xilana......oooooiiiiii 4g/L
Agar.....ooooiiiiiiiiii 15g/L

Uma cultura de 18 horas foi semeada em estria em placas
suplementadas com xilana e incubadas por 48 horas a 37°C. Apds esse tempo de

incubagao eram visualizados halos de degradagao ao redor do crescimento.

3.8.2.2 Pectinase
Para a triagem de isolados produtores de pectinase, foi utilizado meio
suplementado com 2% de pectina, como unica fonte de carbono, segundo Cao,

Zheng & Chen, 1992.



Extrato de levedura............c.ccc........ 1g/L
KoHPO 4. 1g/L
(V[0 1S 1@ P 0,5g/L
ZNSO i 0,01g/L
FESO4 i 0,01g/L
KCLL e 0,5g/L
NaNO3...coeiiiieeiee e 3g/L
Agar......cooooviiiiiiiee e 15g/L

O meio foi diluido em agua destilada, ajustado em pH 7, adicionado
agar e autoclavado por 15 minutos a 121°C. NaNOj; foi autoclavado
separadamente e adicionado apods resfriamento. Uma cultura nova incubada por
18 horas de crescimento em caldo TSB de Paenibacillus foi inoculada em estria
em placas contendo meio para pectinase e foi incubada a 37°C por 72 horas. Apos
esse tempo de incubagao foi verificada a presenca ou ndao de zonas de

degradacéao ao redor das colbnias.

3.8.2.3 Lipase
Para a triagem de isolados produtores de lipases, foi utilizado um meio
de cultura suplementado com 2,5% 6leo de oliva, segundo Kouker & Jaeger, 1987,

modificado.



OlE0 de OliVa........oeeeeiiicieee e 2,5%

Dissolver em agua destilada, autoclavar, resfriar a 60°C e adicionar
25mL/L de dleo de oliva estéril e 10mL /L de solugdo de Rodamina B (Lynth)
0,001%. Uma cultura de 18 horas de Paenibacillus incubada em caldo TSB foi
inoculada em picada em placas contendo meio para lipase. As placas foram
incubadas a 37°C por 72 horas. Como controle positivo foram utilizados
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e ATCC 13892, como controle negativo,
Escherichia coli ATCC 23229. Apés o tempo de incubacdo as placas foram
observadas em transiluminador de luz ultravioleta a 350nm. Os isolados
produtores de lipases apresentaram halo laranja fluorescente ao redor das

colbnias.

3.8.2.4 Amilase ativaem pH 7

Para a triagem de isolados produtores de amilase, foi utilizado um meio

de cultura suplementado 1% de amido soluvel, segundo Mc Faddin, 1999.

Meio: Peptona............eevveiiiiiiiiiiiiiiinanes 5g/L
Extrato de carne............................. 3g/L
NaCl.. ., 5g/L
Amido solavel...........ccccvvvvviinninnnnnes 10g/L
AGar. ... 15g/L

Dissolver em agua destilada, ajustar para pH 7 e autoclavar. Uma
cultura de 18 horas de crescimento de Paenibacillus incubada em caldo TSB foi
inoculada em picada em placas contendo meio para amilase. As placas foram

incubadas a 37°C por 48 horas. A leitura e interpretacao foi feita adicionando-se



uma solugéo de iodo 0,1% sobre as placas, os isolados que apresentaram halo
claro ao redor das colbnias foram considerados positivos para a producédo de

amilase ativa em pH neutro.

3.8.2.5 Amilase ativaem pH 10

Para a triagem de isolados produtores de amilase ativa em pH alcalino,
foi utilizado um meio de cultura suplementado 1% de amido soluvel, segundo Mc

Faddin, 1999 modificado.

Meio: Peptona..........coouvvviiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 5g/L
Extrato de carne...........occcvvviveeeenenn. 3g/L
NaCl. ., 5g/L
Amido solavel.........ccccceiiiiiiieeeennn. 10g/L
AQA....ooiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeee s 15g/L

Dissolver em agua destilada e ajustar o pH para 10 e esterilizar.Uma
cultura de 18 horas de Paenibacillus incubada em caldo TSB foi inoculada em
picada em placas contendo meio para amilase. As placas foram incubadas a 37°C
por 48 horas. A leitura foi feita adicionando-se uma solu¢cdo de iodo sobre as
placas, os isolados que apresentaram halo claro ao redor das colénias foram

considerados positivos para a produgao de amilase alcalina.

3.8.2.6 Protease

Para a triagem de isolados produtores de protease, foi utilizado um
meio de cultura contendo 10% de leite em p6 desnatado, segundo Budi et al.

2000.



Meio: Leite em p6 desnatado...................... 100g/L

Extrato de levedura..............cccccoeee. 1,5g/L

O leite em p6 foi autoclavado separadamente e adicionado apds
resfriamento. Uma cultura de 18 horas em caldo TSB de Paenibacillus foi
inoculada em estria em placas contendo meio para protease e foi incubada a 37°C
por 48 horas. Apos esse tempo de incubagao foi verificada a presenga ou nao de

zonas de degradagao ao redor das coldnias.

3.8.2.7 Celulase

Para a triagem de isolados produtores de celulase, foi utilizado um meio

contendo 1% de carboximetilcelulose, segundo Singh, Batra & Sobti, 2004.

Meio: Carboximetil celulose..............cccn...... 10g/L
Peptona........cccomiiiii 5g/L
Extrato de levedura..............cccvvveneeen. 5g/L
NaCH . 5g/L
KH2POA4........ooiieee e 1g/L
AQA....ooiiiiiiiiieeeeeeeeee e 15¢/L

Uma cultura de 18 horas em caldo TSB de Paenibacillus foi inoculada
em picada em placas contendo meio para celulase e foi incubada a 37°C por 48
horas. A leitura foi feita adicionando-se solu¢do de vermelho Congo 5% sobre as
placas, os isolados que apresentaram halo claro ao redor das colénias apés

algumas horas, foram considerados positivos para a produgéo de celulase.



3.8.2.8 Atividade Xantanolitica

Para a triagem de isolados produtores de xantanase, foi utilizado meio

de cultura minimo contendo 0,2% de xantano.

Meio: Fosfato amoénio dihidrogénio.............. 1g/L
Fosfato dipotassico..............evvvvvvinnnnes 1g/L
NACH .. 5g/L
Goma xantana............ccccveeeeiieieiennns 2g/L
Sulfato de Magneésio..........c.cccceevneee 0,2g/L
AQAr...cooiiiiiiiiieii e 20g/L

Uma cultura de 18 horas de Paenibacillus foi inoculada em picada em
placas contendo meio para xantanase e foi incubada a 37°C por 72 horas. A
leitura foi feita adicionando-se solu¢cdo de vermelho Congo sobre as placas, os
isolados que apresentaram halo claro ao redor das colénias apds algumas horas,

foram considerados positivos para a produg¢ao de xantanase.

3.8.2.9 Quitinase

Para a triagem de isolados produtores de quitinases, o sobrenadante
das culturas a serem testadas foi preparado. Aliquotas do crescimento de 18
horas de Paenibacillus foram inoculadas em frascos contendo 40 mL de meio YNB
(Yeast Nitrogen Base) suplementado com 1% de p6 de casca de crustaceo (casca
de siri macerado manualmente em Gral e peneirado). Esses frascos eram
incubados em estufa com agitacdo de 100rpm por 48 horas a 30°C. Apds esse

tempo de incubacao, as culturas eram centrifugadas por 20 minutos a 5000G e o



sobrenadante filtrado em membrana milipore 0,22um. Apds a filtracdo, foram
aplicados 30 yL do sobrenadante em placas contendo quitina pura a 0,2%, e
agar, essas placas foram incubadas por 16 horas a 37°C e foi observada a
presenca de halos de degradagédo apos a adigao do corante Vermelho Congo 1%

(WATANABE et al, 1990)

Meio Liquido: YNB (DifCO).......ccccuvuiiiiieiiiiiiiiiiieeeeeen 0,67%
Extrato de levedura.............ccccvvveeeeeenn. 0,5%
P¢6 de casca de crustaceo..................... 1%
Meio sdlido: Quitina purificada (Sigma).........c..c......... 0,2%
Aar....cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 2%

3.9 Testes em tubérculo de batata in vivo

3.9.1 Microrganismos patogénicos utilizados

Para os testes in vivo, foram utilizados quatro microrganismos
fitopatdogenos, as bactérias Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum,
Pectobacterium carotovorum subsp. brasilensis, causadoras da canela preta e
podriddo mole em batatas, Ralstonia solanacearum, que causa a murcha
bacteriana em batatas e o fungo filamentoso Fusarium solani ATCC 36031,

causador da podridao seca em tubérculos de batatas.

3.9.2 Preparacéo da cultura de Células e Esporos de Paenibacillus

Em frascos Erlenmeyers com 50mL de caldo TSB foram inoculados

50uL do pré-indculo contendo uma cultura de Paenibacillus com 18 horas de



crescimento. Esses frascos foram incubados a 30°C com agitagdo de 100rpm por
24 horas apos o tempo de incubacdo, aliquotas de 2mL foram retiradas.
Posteriormente, os frascos foram devolvidos a estufa com agitagdo e a cultura
incubada por mais 48 horas, a fim de assegurar a producdo de esporos (10°
esporos por mL). Apds 72 horas de incubagéao, outra aliquota de 2mL foi retirada e
incubadas por 10 minutos em banho-maria a 80°C para a eliminagcdo das células

vegetativas. Apos 10 minutos, a suspensao era aplicada nos testes in vivo.

3.9.3 Aplicagéo in vivo

3.9.3.1 Utilizagao da cultura de células, esporos e do sobrenadante

livre de células na protecdo de tubérculos de batata.

Para verificar a capacidade da cultura de células de Paenibacillus evitar
a podriddo mole, canela preta, murcha bacteriana e podridao seca, tubérculos de
batatas foram perfurados com palito estéril, e 20uL da cultura de células de
Paenibacillus contendo 10 UFC/mL, foram aplicados. Apds 30 minutos, foi
aplicada uma suspensdo de 10° UFC/mL em solucdo salina das bactérias
indicadoras a serem testadas e no caso do fungo filamentoso, uma suspenséao de
10* esporos/mL do fungo indicador Fusarium solani nos mesmos locais onde foi
aplicada a cultura de células de Paenibacillus (Mari, Guizzardi & Pratella, 1996).

As batatas foram incubadas em camara umida por 48 horas a 25°C,
apos o tempo de incubagao, foram cortadas na altura das lesdes e fotografadas

Foram utilizadas batatas da variedade Mona Lisa, adquiridas no comércio local.



Para testar a capacidade dos esporos de Paenibacillus em evitar lesbes
em tubérculos de batatas, foi repetido o processo realizado com a cultura de
células utilizando a suspensao de esporos.

Para testar a capacidade do sobrenadante da cultura em evitar a
podriddo mole, canela preta, murcha bacteriana e podridao seca em tubérculos de
batatas, foi repetido o processo realizado com a cultura de células, utilizando o

sobrenadante livre de células.

3.10 Anélise Estatistica

Para os testes de atividade antibacteriana foi realizado a analise da
variancia, para medidas repetidas (ANOVA). Para as analises de atividade
antifungica foram utilizados os testes n&o paramétricos Kruskal-wallis e Mann

Whitney.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Padronizacdo da Curva de Crescimento e Esporos

Os isolados de Paenibacillus testados nesse trabalho foram escolhidos
devido a comprovada atividade antagonista que esse género apresenta frente a
um amplo espectro de microrganismos causadores de doengas em animais e
plantas economicamente importantes (Seldin et al. 1999; Beatty e Jensen, 2002;
Von der Weid et al. 2003). Peptideos antibidticos sdo produzidos por muitas
espécies de microrganismos incluindo bactérias Gram-positivas. Muitos desses
metabdlitos sdo produzidos sob condicbes de “stress” nutricional e o acumulo
destas substancias pode ser observado em culturas na fase estacionaria (Martin e
Demain, 1980), no caso de Paenibacillus apds 24 horas de incubagao. Estudos
preliminares mostram que a atividade antibiética também pode estar relacionada a
esporulagdo, que tem inicio na fase estacionaria de desenvolvimento (Beatty e
Jensen, 2002). Curvas de crescimento de células vegetativas e esporos foram

feitas para trés isolaodos de Paenibacillus. A Figura 1 demonstra a existéncia de
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FIGURA 1: Curvas de Crescimento de trés isolados de Paenibacillus peoriae (57),
P. chibensis (17b) e P. validus (10M). Células vegetativas (-=-) e esporos (-¢-).




um padrdo, onde todas os isolados testadas alcancaram a fase estacionaria e
iniciaram a produgao de esporos por volta de 24 horas de incubagédo. O numero de
esporos atingiu seu maximo por volta de 96 horas de incubagdo em dois dos
isolados analisados, quando se iguala ao numero de células vegetativas. Este
fato sugere que quando a cultura atinge 96 horas, as células vegetativas nao
estdo mais presentes, pois o crescimento bacteriano diminui devido ao aumento
de metabdlitos toxicos e exaustdo dos nutrientes, restando apenas as formas de
resisténcia. A determinacédo deste periodo (fase estacionaria) € importante, uma
vez que antibidticos sdo metabdlitos secundarios e os microrganismos em geral
iniciam a producdo de tais compostos e esporos quando entram na fase

estacionaria de desenvolvimento.

4.2 Determinacgao da Atividade Antibacteriana
Todos os isolados de 15 espécies de Paenibacillus foram testados frente a 16
bactérias indicadoras Gram-positivas, Gram-negativas, cepas de referéncia
patdgenos de animais e plantas e isolados de campo (Tabela 1). Dos 55 isolados
testados, 24 inibiram pelo menos uma bactéria indicadora em pelo menos um dos
tempos (Tabelas 3 e 4). Dez isolados de seis espécies, P. chibensis (17b e 12), P.
koreensis (32M), P. illinoiensis (23M), P. validus (112, 10M, 191), P. pabuli (24M) e
P. peoriae (57) sobressairam se  inibindo pelo menos 14 das 16
bactérias indicadoras em pelo menos um dos tempos testados (Tabelas 3 e

4).



TABELA 3: Atividade antibacteriana de cepas de Paenibacillus spp isolados de solo frente a 16 bactérias indicadoras

ISOLADOS DE SOLO P. aer. P.put  E.cloa B.cep S.son  S.aureus E.coli C.freundii L.innocua  Xanth  Pecto.c.c* L.mono P. fluor R.sol Pectoc.b*  S.typh

44 P.validus 24h - + + + ++ - + - + ++ - - + - - -
36h - - + - +++ - + - - ++ - - + - - -

48h - - ++ - +++ - + ++ ++ + - - - - - -

40 P.validus 24h - - - - ++ ++ ++ - ++ + +++ +++ ++ - ++ -
36h - - - - ++ ++ ++ - - + + + + - + -

48h - - - - ++ ++ ++ - ++ + - - + - - -

4 P.validus 24h - - - - - + + - ++ ++ + ++ - - - _
36h - - - - - - - - - + - - - - - -

48h - - - - - - - - - ++ - - - - - -

12 p. chibensis 24h - + ++ ++ ++ +++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
36h - + + + - - - ++ - ++ ++ +++ +++ +++ +++ ++

48h - + ++ - - N N ++ - +++ - - - - - -

43 P.azotofixans 24h - - - - - ++ - - - - + - - - - -
36h - - - - - + - - - - - - - - - -

48h - - - - - ++ - - - - - - - - - -

34 P.azotofixans 24h - - - - - - - - - + - - -
36h - + + - - + + + + + - - + - - -

48h - - - + - + + - ++ + - - - - - -

45 P.azotofixans 24h - - - - +++ +++ ++ - ++ - ++ +++ + - - -
36h - - - - + +++ ++ - - - - - + - - -

48h - - - - ++ +++ ++ - ++ - - ++ + - - -

57 p. peoriae 24h - ++ ++ ++ ++ ++ +++ + ++ ++ + - - - ++ -
36h - + +++ ++ +++ +++ +++ ++ ++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ ++

48h - ++ +++ ++ +++ + +++ + ++ +++ ++ +++ +++ +++ + +

* Pectobacterium carotovorum subesp. carotovorum
** Pectobacterium carotovorum subesp. brasilensis
P.aer: Pseudomonas aeruginosa P. put: P. putida; E. cloa: E. cloacae; S.son: Shigella sonnei, Xanth: Xanthomonas anoxopodis; L. mono: Listeria monocytogenes; P. fluor: P. fluorescens; R. sol: Ralstonia solanacearum; S. tiph:

(-) ndo houve inibigdo (+) média do didametro das zonas de inibigdo: 5 a 11mm; (++) : 12 a 18 mm; (+++) 19 a 25mm.



TABELA 4: Atividade antibacteriana de cepas de Paenibacillus spp isolados do agua frente a 16 bactérias indicadoras

ISOLADOS DE AGUA P.aer. P.put E.cloa B.cep S.son S.aur __ E.coli  C.freundii  L.innocua _ Xanth Pecto.c c.* L. mono P. fluor R. sol Pecto c.b** _S. typh
4IN  P.validus 24h - - - - - + - - - - + - - - - -
36h - - - - - ++ - - - - - - - - - -
48h - - - - - + - - - - - - - - - -
172 P.validus 24h - + ++ + - + + - - + + - + ++ ++ +++
36h - + ++ + - +++ +++ - - +++ ++ - ++ ++ ++ ++
48h - - + - + ++ ++ - - ++ - - - - - -
112 P.validus 24h - + ++ - - + ++ ++ - + + - ++ ++ + +
36h - - ++ - - ++ ++ ++ +++ ++ ++ - ++ ++ ++ +
48h - + ++ + ++ +++ ++ + +++ ++ ++ - + ++ ++ +
10M  P.validus 24h - + +++ - ++ - ++ + ++ + + +++ ++ ++ +++ ++
36h - + - ++ ++ - +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ - - -
48h - + ++ + ++ - ++ + +++ ++ +++ ++ +++ - - -
191 P.validus 24h - - ++ - - + ++ + ++ + ++ ++ ++ + ++ +
36h - ++ - ++ ++ +++ +++ ++ +++ +++ - - ++ ++ ++ +
48h - + ++ + ++ ++ ++ + + ++ - - ++ + - -
11 P.validus 24h - + + + + - ++ - - - + - ++ ++ +++ ++
36h - ++ +++ ++ +++ - ++ - - - ++ - ++ ++ +++ -
48h - ++ + ++ ++ - +4++ - - - + - ++ + ++ -
168  P.validus 24h - ++ +++ - ++ - ++ - - - ++ - ++ + ++ +
36h - ++ ++ +++ ++ ++ +++ - - - +++ - +++ ++ ++ +
48h - - +++ - - - +++ - - - +++ - ++ - +++ ++
169  P.validus 24h - - - - - - - ++ +++ ++ - - - - - -
36h - - - - - + - + +++ ++ - - - - - -
48h - - - - - ++ - - +++ +++ - - - - - -
189  P.azotofixans 24h - - - - - + - - - - - - - - - -
36h - - - - - - - - - - - - - - - -
48h - - - - - ++ - - - + - - - - - -
23 P.chibensis 24h - - - - - - ++ - - ++ ++ ++ ++ - +++ ++
36h - - - - - + ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ -
48h - - - - - +++ +++ - - +++ + - - - - -
17b  P.chibensis 24h - + - - + - - - + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
36h - + - ++ + + + - ++ +++ + - ++ - - -
48h - + + + ++ - ++ - ++ +++ ++ - ++ ++ - ++
24M  P.pabuli 24h - + - - + - - - + + ++ +++ +++ ++ ++ -
36h - - - - + ++ - - + + ++ +++ +++ ++ ++ ++
48h - ++ + ++ ++ ++ ++ - +++ ++ ++ +++ +++ ++ ++ -
11 P. glucanolyticus 24h - - - - - - - - - + - - - - - -
36h - - - - - - - - - ++ - - - - - -
48h - - - - - - - - - ++ - - - - - -
29 P.illinoiensis 24h - - - - - - - - - - + ++ + - - -
36h - - - - + ++ - - - - - - - - - -
48h - - - - - ++ - - - - - - - - - -
23M  P. illinoiensis 24h - + + - - - - - ++ ++ ++ + ++ ++ +++ ++
36h - + + - - ++ - + ++ ++ ++ + ++ ++ +++ ++
48h - + ++ + + - - + ++ ++ + + ++ ++ ++ ++
32M  P.koreensis 24h - + ++ - ++ - ++ + ++ + ++ + ++ ++ ++ ++
36h - + ++ ++ ++ - ++ ++ +++ +++ ++ - + - ++ -
48h - + ++ + ++ - ++ + +++ ++ ++ - ++ ++ ++ -
16 P.brasilensis 24h - - - - - + + - - - ++ + ++ ++ +++ ++
36h - - - - - + ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
48h - - - + ++ ++ ++ + +++ +++ ++ ++ ++ ++ +++ ++

* Pectobacterium carotovorum subesp. carotovorum; ** Pectobacterium carotovorum subesp. brasilensis
(-) ndo houve inibigao (+) média do didmetro das zonas de inibicdo: 5 a 11mm; (++), 12 a 18 mm; (+++) 19 a 25mm.
P.aer: Pseudomonas aeruginosa, P. put: P. putida; E. cloa: E. cloacae; S.son: Shigella sonnei, Xanth: Xanthomonas anoxopodis; L. mono: Listeria monocytogenes; P. fluor: P. fluorescens; R. sol: Ralstonia solanacearum; S. tiph: S



A indicadora Pseudomonas aeruginosa nao foi susceptivel a nenhum isolado de Paenibacillus.
P. aeruginosa € uma bactéria patogénica oportunista que se caracteriza pela resisténcia inata a
varios  antibidticos (multirresisténcia intrinseca), atribuida a baixa permeabilidade da
membrana externa desses microrganismos, tendo como fator contribuinte um processo de
efluxo de antibidticos (Bianco, Neshat e Poole, 1998). As médias das zonas de inibicao
variaram de 5 a 25mm de acordo com o isolado. O crescimento de Pseudomonas putida,
Burkholderia cepacia, Citrobacter freundii e Salmonella typhymurium foi pouco inibido, com
meédias das zonas de inibicdo entre 5 e 18 mm, o crescimento de Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes e L. innocua foram fortemente inibidos com médias maiores de 19mm.
FOLDES et al (2000) realizou a triagem de uma cepa de Bacillus sp. IFS-01, frente a bactérias
patogénicas e obteve leve redugdo do crescimento de Pseudomonas spp, Xanthomonas
campestris, E. coli e Salmonella spp. No entanto o crescimento de S.aureus e Listeria
monocytogenes foi inibido. Esses resultados vém ao encontro dos resultados do presente
estudo.

P. chibensis (n=5) apresentou boa agao antibidtica, ja que 4 isolados inibiram a
maioria das indicadoras, com as médias das zonas de inibicdo variando entre 9 e 25mm. A
cepa P. koreensis (32M) também se destacou apresentando amplo espectro de atuacgao,
inibindo 14 das 16 indicadoras testadas. A cepa P. peoriae, com apenas um isolado, conseguiu
inibir o crescimento de 15 das 16 bactérias indicadoras. Von der weid et al. (2003) realizou
triagem com um isolado de P. peoriae NRRL BD-62 frente a E.coli, Ralstonia solanacearum,
Erwinia carotovora subesp. carotovora e Burkholderia cepacia entre outras bactérias,
encontrando resultados semelhantes ao deste estudo, isto €, as cepas bacterianas citadas
tiveram seu crescimento inibido por Paenibacillus. As espécies P. glucanolitycus, P.

thiaminolyticus, P. borealis, P. alginolyticus e P. apiarius ndo apresentaram qualquer efeito



antibiotico sobre as indicadoras em qualquer um dos trés tempos, resultado ndo significativo
devido ao pequeno numero de isolados testados (Figura 3). Girardin et al. (2002) observaram
uma forte agdo antibiética de Paenibacillus polymyxa contra cepas de Clostridium botulinum
isolados de alimentos. Piuri, Rivaz e Ruzal (1998) e Seldin et al. (1999) testaram cepas de
Paenibacillus contra varias bactérias indicadoras, obtendo um amplo espectro de inibicdo, com

excecao de P. aeruginosa, que nao foi inibida, como apresentado neste estudo.

FIGURA 2: Efeito inibitério de Paenibacillus P. validus (isolado 10M) nas estrias verticais
contra as bactérias indicadoras Xanthomonas axonopodis, Shigella sonnei, Staphylococcus
aureus e E. coli nas estrias horizontais.

De maneira geral, bactérias de estrutura Gram positiva e Gram negativa foram
susceptiveis, dentre elas Pectobacterium carotovorum subesp. carotovorum que foi inibida por
20 isolados, seguida de Xanthomonas anoxopodis, S. aureus, e P. fluorescens que tiveram seu
crescimento inibido por 19 isolados. Dentre as indicadoras que menos sofreram inibi¢ao, estdo

C. freundii que foi susceptivel a apenas 11 isolados, seguida de P. putida, S. typhimurium, E.

cloacae, L. monocytogenes e R. solanacearum, susceptiveis a 14 isolados.
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FIGURA 3: Padrao de Inibicao de cepas indicadoras pelas espécies de Paenibacillus que
apresentaram alguma atividade inibitéria
Apoés analise estatistica (ANOVA) foi possivel afirmar que houve interagdo entre o
tempo de incubagao e a cepa indicadora, isto é, a diferenga entre os tempos é significativa para
os isolados de amostra de agua, mostrando que dependendo da indicadora o melhor tempo de
incubacdo é acima de 36 horas. Isto se da possivelmente pela fase em que a cultura se
encontra, pois entre 36hs e 48hs a cultura esta na fase estacionaria média a tardia, quando a
concentracdo de metabdlitos secundarios se encontra em niveis elevados (Figura 1). Piuri,
Rivaz e Ruzal (1998) realizaram curvas de produgdo com Paenibacillus polymyxa
demonstrando que a atividade antibiética maxima se da por volta de 30 horas, permanecendo
nesse nivel até 80 horas de incubacdo. Para os isolados de amostra de solo ndo houve
diferenca significativa entre os trés tempos, indicando que 24h de incubagdo seria tempo
suficiente para a obtengdo de uma boa atividade antibidtica pois nesse periodo, a cultura ja se

encontra numa fase estacionaria precoce, com consideravel producdo de metabdlitos ativos.



4.3 Determinacédo da Atividade Antifungica

Entre os 55 isolados, apenas 18 (32%) apresentaram atividade antifungica, com as
médias das zonas de inibigdo variando entre 13 e 32mm. As espécies P. validus e P. chibensis
se destacaram, pois 9 dos 11 isolados de P. validus e quatro dos cinco de P. chibensis
apresentaram atividade antifungica (Tabela 5).

O isolado 57, unico da espécie P. peoriae, apresentou boa agao inibitéria, diminuindo
o crescimento de 13 fungos testados. Na figura 4 é possivel observar claramente o isolado (P.
peoriae) que apresentou atividade inibitéria frente ao indicador, pois as demais cepas de
Paenibacillus aparecem cobertas pelo crescimento do fungo. Os isolados 191, 10M, 112, 172
da espécie P. validus, 17b e 23 da espécie P. chibensis, 23M P. illinoiensis e 16 P. brasilensis
também se mostraram ativos frente aos indicadores, segundo a Tabela 5. Von der weid et al.
(2003) realizou triagem semelhante de uma cepa de P. peoriae NRRL BD-62 frente a 14 fungos
fitopatogénicos entre eles o género Fusarium, encontrando resultado semelhante ao deste
estudo, de 14 cepas de fungos testados, 12 foram inibidos pelo Paenibacillus. Nielsen e
Sorensen (1997) também realizaram uma triagem com cepas de P. polymyxa, obtendo como

resultado a inibigao de cepas de 3 fungos fitopatdgenos importantes.






TABELA 5: Atividade antifungica de cepas de Paenibacillus frente a cepas indicadoras de fungos filamentosos

Bipolaris sorokiniana

ESPECIE A.niger  A. fumigatus Aoryzae  F.solani  B.oryzae  0-13*  0-19*  0-14*  0-21* 98017 98023 98031 98032 019/92
ISOLADOS DE AGUA
191 P. validus ++ ++ +++ +++ +++ + ++ + + +++ +++ +++ +++ +++
10m P. validus ++ ++ + ++ +++ + +++ ++ + +++ +++ +++ +++ +++
169  P. validus + - - + ++ + + + - -
112 P. validus + + ++ ++ ++ + ++ ++ + ++ +++ +++ +++ +++
172 P. validus +++ +++ ++ +++ +++ + ++ + + +++ +++ +++ +++ ++
168  P. validus + ++ ++ ++ +Ht + ++ + + +++ ++ +++ +++ -
111  P. validus + - + ++ + + + + ++ +++ ++ ++ +H+
26  P. azotofixans - - - + - - - - + ¥
204  P. azotofixans - - - - ++ + - - ++ +
17b  P. chibensis ++4+ ++ ++ +++ +++ + ++ + ++ +++ +++ ++ +++ +++
23 P. chibensis + ++ ++ ++ ++ + + ++ + +++ 4+ ++ 4+ 4+
19  P. glucanolyticus ++ ++ ++ +Ht + ++ + + +H+ ++ ++ +++ +H+
23M  P. illinoiensis +++ +++ ++ ++ + + + + + +++ ++ +++ +++ +++
32M  P. koreensis - +++ ++ + ++ + ++ ++ + +++ ++ ++4 +++
16  P. brasilensis ++ ++ ++ ++ +++ + +++ + + +++ +++ +++ +++
29M  P. macerans - - - + - - + - -
ISOLADOS DE SOLO
40 P. validus - - - - + - - + ++ ++ ++ +
4 P.validus +++ +++ +++ +++ - + ++ ++ ++ +++ ++ +++ +++ 4+
33  P.alginolyticus - - - - . + + ++ + . ) )
37  P. alginolyticus - - - - - n 4 ++ 3 3
38  P. glucanolyticus - - - - B " ) + . . )
12 P. chibensis ++ +++ +4++ +4++ - + + + ++ 4+ 4+ 4+ 4+ ++
18  P. chibensis +++ ++ ++ ++ + + + ++ ++ 4+ 4+ ++
57  P.peoriae + + ++ - + + + + + ++ ++ ++ ++ ++

médias dos didmetros das zonas de inibigdo: (+) 13 a 20mm; (++) 21 a 25mm, (+++)26 a 32mm); (-) ndo houve inibicdo
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FIGURA 4: Efeito inibitorio de P. peoriae sobre o fungo Bipolaris sorokiniana. A)
controle do crescimento da cepa de B. sorokiniana 019/92 apds 10 dias de
crescimento. B) Inibicdo da cepa de B. sorokiniana 019/92 por P. peoriae, isolado
57, ap6s 10 dias de crescimento.

ApoOs analise estatistica, pelo teste ndo paramétrico Kruskal-wallis
podemos constatar que houve diferenga significativa em pelo menos dois grupos
provenientes de amostras de agua, o grupo de isolados 172, 191, 17b, 10m, 16,
23m, 23, 112, 168, 19, 32m e 111 ndo apresentou diferenca significativa entre si,

apresentando agao inibitéria mais efetiva frente aos indicadores (p<0,05). Para os

isolados de amostras de solo, o grupo formado pelos isolados 4, 12, 18, 57, 40, 33
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e 37 nao apresentaram diferenga significativa entre si (p<0,05), e este grupo
também apresentou acdo mais efetiva frente aos indicadores do que o restante
dos isolados. Utilizando o teste ndo paramétrico Mann-Whitney, é possivel afirmar
que os isolados obtidos das amostras de agua apresentaram-se mais eficazes
frente aos indicadores de que o grupo de isolados de amostras de solo (p<0,05).

Apenas dez dos 55 testados (18%) foram efetivos frente as cepas de
Candida spp de referéncia e isolados clinicos (Tabela 6). As cepas de
Paenibacillus tiveram pouca acédo inibitoéria contra leveduras, uma vez que estas
foram inibidas por apenas, dois de amostra de solo e seis de amostra de agua. A
indicadora C. guiliermondii (L31) foi inibida apenas pelo isolado 57 (P. peoriae)
sendo que este isolado foi o Unico a inibir o crescimento de todas as leveduras,
com médias de zonas de inibicdo variando entre 12 e 20mm. Os demais isolados
nao inibiram as cepas de Candida spp (Tabela 6).

A diferencga entre o grande numero de fungos filamentosos indicadores
inibidos e o pequeno numero de leveduras susceptiveis aos mesmos isolados se
deu provavelmente pela diferenga na metodologia entre os testes com fungos
filamentosos e leveduras. Os fungos e os isolados de Paenibacillus foram
semeados no mesmo momento e cresceram juntos por 7 dias, estando presente
na fase log de crescimento (< 24 horas), fase onde ocorre a produgédo de enzimas
e o substrato estava presente para ser degradado (parede celular). No entanto, as
cepas de leveduras foram semeadas depois da fase log de crescimento de cepas

de Paenibacillus, apés 48 horas de incubagao, tempo em que ja haveria a



46

degradacao das enzimas produzidas. Esta hipotese explicaria a diferenga caso as
inibicbes tenham sido causadas por enzimas hidroliticas.

A estrutura da parede de fungos em geral € composta por uma
variedade de biopolimeros complexos como glicanas, mananas e quitina, e o
arranjo dessas moléculas confere uma identidade individual a cada organismo.
Dependendo do grupo taxondmico que pertence, cada fungo apresenta uma
composigao diferenciada de moléculas (Klis et al. 2002).

Seldin et al (1999) testou uma cepa de P. polymyxa frente a varios
microrganismos patogénicos a humanos, entre eles Candida albicans isolada de
paciente com mucocandidiase. Esta cepa foi inibida pelo isolado de Paenibacillus,
resultado semelhante ao de nosso estudo, ja que todas as cepas provenientes de
isolados clinicos (Candida albicans 1, C. parapsilopsis 1 e C. tropicalis 2) foram

susceptiveis as culturas de Paenibacillus (Tabela 6).

4.4 Atividade do Sobrenadante da Cultura

Apés a triagem dos isolados produtores de substancias com acéo
antibiotica, foram escolhidos 17 isolados (12 amostras provenientes de agua e 5
de amostras de solo) que mais se destacaram inibindo grande parte dos
microrganismos indicadores. Com esses isolados foi verificado se os

sobrenadantes das culturas apresentavam atividade antibiética. Foram produzidos



TABELA 6: Inibicdo de espécies de Candida spp por cepas de Paenibacillus

ESPECIE C. albicans 1 C. parapsilopsis 2 C. tropicalis 2 L30 L31 L33
ISOLADOS DE AGUA
191 P. validus ++ ++ ++ - - -
10M P. validus ++ ++ ++ + - -
168 P. validus ++ + ++ +++ - -
17b P. chibensis ++ + ++ ++ - -
23 P. chibensis ++ - - - - -
19 P. glucanolyticus ++ ++ ++ ++ - -
23M P. illinoiensis +++ ++ +4++ - - -
32M P. koreensis ++ - - ++ - -
ISOLADOS DE SOLO
4 P.validus ++ + + - . "
57 P.peoriae + + + +++ + +++

- negativo; +meédia da zona de inibigdo até 12mm; ++ 13 a 15mm; +++ 16 a 20mm.

L30: C. glabrata; L31: C. guiliermondii, L33: C. tropicali
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sobrenadantes de cultura a partir do crescimento de oito isolados de P. validus (172, 112, 10M,
191,111, 168, 40 e 4), quatro de P. chibensis (17b, 23, 12 e 18), um de P. koreensis (32M), um
P. illinoiensis (23M) um P. pabuli (24M), um P. brasilensis (16) e o isolado de P. peoriae (57).
Todos os isolados produziram sobrenadantes com uma atividade antibiética contra as bactérias
indicadoras (Tabela 7 e Figura 5) com excecao de trés isolados (24M, 18 e 57) que néao
produziram sobrenadantes ativos contra as bactérias. As indicadoras mais susceptiveis foram
Listeria innocua, Pseudomonas fluorescens. P. putida, X. anoxopodis, Shigella sonnei,
Burkholderia cepacia, Pectobacterium carotovorum e Salmonella typhimurium foram inibidas por
no maximo 3 sobrenadantes. S. aureus foi inibido por 2 sobrenadantes. As indicadoras E.
Cloacae e C. freundii ndo foram inibidas por nenhum sobrenadante. O unico isolado de amostra

de solo que produziu sobrenadante ativo foi o da espécie P. chibensis (12).

FIGURA 5:Halos de

inibicdo dos
sobrenadantes dos
isolados de P.

chibensis (17b, 23), P.
koreensis (32M), P.
illinoiensis (23M) , P.
brasilensis (16) e P.
validus (10M) frente a
bactéria indicadora
Listeria innocua, em
TSA.




Tabela 7: Isolados produtores de sobrenadantes ativos contra bactérias indicadoras
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E.coli

C. freundii L. innocua

Xanth

L. mono

P. fluor

R. sol Pecto.c.b S. tiph

ESPECIES
ISOLADOS DE AGUA
17b P. chibensis
32M P. koreensis
16 P. brasilensis
172 P. validus
23 P. chibensis
112 P. validus
23M P. illinoiensis
10M P. validus
191 P. validus
111 P. validus

ISOLADOS DE SOLO

12 P. chibensis

o+ + 0+ 0+ 0

+ 0+ + 4+

+ +

+ + +

+ o+ o+ o+

+ + +

+ +

+

+ + + + + + + +

+

R ) :
; + ;
; + I
+ i I

P. put: P. putida; E. cloa: E. cloacae; S.son: Shigella sonnei, Xanth: Xanthomonas; L. mono: Listeria monocytogenes; P. fluor: P. fluorescens; R.
S. tiph: S. tiphymurium, Pectoc.b: Pectobacterium carotovorum subesp. brasilensis.
(+) apresentou atividade; (-) ndo apresentou atividade

sol: Ralstonia solanacearum;
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Todavia, seu sobrenadante de cultura ndo apresentou atividade antagonista.
Semelhantes resultados foram também observados por Von der Weid et al.
(2003), que analisou uma cepa de P. peoriae NRRL BD-62. No entanto, em nosso
estudo, quando a célula foi retirada nos testes do sobrenadante, este se mostrou
inativo. Von der Weid et al. (2003) encontrou atividade no sobrenadante extraido
da cepa P. peoriae NRRL BD-62, nas mesmas condi¢gdes de pH, temperatura e
agitacdo que as relatadas neste estudo, a diferenca ser devido a serem cepas
diferentes ou pela diferenga de substancias produzidas pelos dois isolados nos
dois estudos ou o meio de cultura, ja que utilizamos TSB e no trabalho citado
utilizou-se meio DM, composto de glicose, sais e aminoacidos. Smith, Harvey e
Handelsman (1993) observaram que a atividade do Bacillus UW85 na redugao da
podriddo em abdbora provocada por Phytophtora spp era maior quando havia
presenca de célula no meio.

BUDI et al 1999 observou que uma cepa de Paenibacillus e seus
metabdlitos suprimiram o crescimento micelial, producdo de esporangio e
elongacdo do tubo germinativo de P. parasitica um fungo fitopatégeno, isto &
importante ja que tais efeitos impedem que se complete o ciclo de vida do
patdgeno. Os resultados com fungos filamentosos indicaram uma o6tima agao
inibitoria do isolado 23 (P. chibensis), cujo sobrenadante foi eficaz contra todos os
fungos testados (Tabela 8). Os isolados 16, 10M e 168 apresentaram alguma agao
antibidtica, inibindo o crescimento de parte dos fungos testados, com halos de
inibicdo variando entre 4 e 9mm. O restante dos isolados ndo produziu

sobrenadantes ativos contra os fungos. Curiosamente, nenhum dos isolados de
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amostras de solo que anteriormente inibiram o crescimento, produziu
sobrenadantes ativos contra fungos filamentosos. A atividade antibidtica presente
no filtrado da cultura é devido a secre¢cao de metabdlitos da bactéria no meio de
cultura. A atividade estava presente na maioria dos sobrenadantes testados,
sugerindo que o antibidtico foi liberado para o meio. Os isolados restantes nao
apresentaram qualquer atividade quando a célula era retirada, sugerindo que a
acgao inibitéria apresentada na triagem inicial pode ser devido aos metabdlitos
estarem ligados a membrana celular ou a produgcdo de enzimas extracelulares,
como quitinases, celulases, B-1,3 glucanases e proteases (Mavingui e Heulin,
1994; Budi et al. 2000). Nos testes com leveduras, destacam-se os isolados de P.
validus 168, 10M e 4 que foram capazes de inibir o crescimento de cepas de
Candida spp provenientes de amostras clinicas (Tabela 9). Sobrepondo se o
resultado da Tabela 6 e da Tabela 9 é possivel verificar que a inibicao
apresentada pelos isolados 10M, 168 e 4 (P. validus) e 23 (P. chibensis) sobre as
cepas de leveduras se deve provavelmente a produgdo de  compostos
antifungicos e ndo por enzimas hidroliticas, pois nos testes do sobrenadante a
atividade inibitéria se manteve. O sobrenadante foi produzido com 72 horas de
incubagao, se houvesse a produgdo de enzimas na fase log, até a fase
estacionaria tardia estas ja teriam sido degradadas e utilizadas como nutriente
(Figura 1).Esses compostos antifungicos agiriam sobre as glicanas, quitinas e
mananas presentes na parede celular ou sobre as enzimas responsaveis pela sua

montagem, as sintases (Debono e Gordee, 1994).



TABELA 8: Isolados produtores de sobrenadantes ativos contra fungos filamentosos

AMOSTRAS DE AGUA  A. niger A. fumigatus A. oryzae F. solani Verticillium spp

32M P. koreensis - + - + -
16 P.brasilensis - + + + +
23 P.chibensis + + + + +
23M P.illinoiensis - - - - +
10M P.validus - + - + +
168 P. validus - + - + -

+ apresentou atividade; - ndo apresentou atividade



TABELA 9: Inibicado de espécies de Candida pelo sobrenadante Paenibacillus

ISOLADOS C.albicans1 C. parapsilopsis 2  C. tropicalis 2 L30 L31 L33

17b P.chibensis - - - - - -
32M  P. koreensis - - - - - -
23 P.chibensis + - - - - -
23M  P.illinoiensis - - - - - -
10M  P.validus + + + - - -
191 P.validus - - - - - -
168  P.validus + + + + - -
57 P. peoriae - - - - - -

4 P. validus + + + - - -

L 30: Candida glabrata; L31: C. guiliermondii, L33: C. tropicalis

- ndo apresentou atividade inibitoria, + apresentou atividade inibitoria.
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4.5 Deteccdo da Atividade Hidrolitica

No presente trabalho foi testada a presenca de atividade hidrolitica de
Paenibacillus, foram testados nove substratos: quitina, xilana, xantana, pectina,
celulose, amido, lipidio e proteina (caseina). Os resultados podem ser visualizados
nas Tabelas 10 e 11.

As celulases, isoladas de uma variedade de organismos, tém recebido
atengbes como resultado de seu potencial na biodegradacdo da biomassa e
producdo de combustivel (Gilkes et al. 1991). Cerca de 72% dos isolados (40) de
Paenibacillus testados neste estudo foram produtores de celulases a partir da
carboximetilcelulose (Figura 6), sendo que a maioria produtora teve origem nas
amostras de agua. Nielsen e Sorensen (1997) realizaram uma triagem para
Bacillus e Paenibacillus, encontrando 75% de produtores, resultado que
semelhante ao deste estudo.

As hemiceluloses sdo a segunda fonte de nutriente mais abundante
disponivel na natureza, sendo componente estrutural da parede celular de plantas,
onde a xilana é das hemiceluloses (Kulkarni et al. 1999). Cerca de 47% (26
isolados) de Paenibacillus foram produtores de xilanases, (Figura 6). Nielsen e
Sorensen (1997), testaram cepas de Paenibacillus e Bacillus quanto a produgao

de xilanases e obtiveram semelhante resultado.



Tabela 10: Perfil enzimatico de cepas de Paenibacillus provenientes de amostras de agua
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P. validus 191 + + + + + + + + _
P. validus 4IN + + + - + - - - -
P. validus 10M + - + + + + + -
P. validus 169 - + + + + - - + -
P. validus 112 - - + + + - + + -
P. validus 172 + + + + + + + - -
P. validus 168 + - + - + + + + }
P. validus 111 + - + + + - + - -
P. azotofixans 189 + - + - + - - - -
P. azotofixans 39mar - - + + + - + + -
P. azotofixans 6 - - + - + - - - -
P. azotofixans 26 - + + + + - + + -
P. azotofixans 204 + + - - + - - - -
P. azotofixans 32 + + + - N + - - -
P. chibensis 17b + - + + + - + + -
P. chibensis 23 - - + + + + + - -
P. chibensis 171 + - + + + - + - -
P.glucanolyticus 11 - - + - - - + - -
P.glucanolyticus 18 - - - + + + - - -
P.glucanolyticus 19 + - + + + + + -
P. illinoiensis 29 - - + + - - + + -
P. illinoiensis 23M + - + + + + + - -
P. illinoiensis 79 - - + + + - + - -
P. koreensis 5 - - + + + - + + -
P. koreensis 32M + - + + + + + + +
P.brasilensis 21 - - + + + - + - -
P.brasilensis 16 + - + + + - + - -
P. borealis 37 + + + + + - - - -
P. borealis 125 + - + - + - - - -
P.thiaminolyticus AC - - + + - - - - -
P. macerans 29M - + + + - + + -
P. pabuli 24M - - + - - - + + .
P. apiarius 28 - - + - + - + + -




Tabela 11: Perfil enzimatico de cepas de Paenibacillus spp provenientes de amostras de solo
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P. validus 40 + - - + - + - - -
P. validus 4 - - + + + - - - -
P. validus 44 + + + + + - - - -
P. azotofixans 43 - + + + + - + + +
P. azotofixans 34 - - + - - + - -
P. azotofixans 45 + + + + + - - + -
P. alginolyticus 7 - - + + - - + + .
P. alginolyticus 8 + + - - + + . ; }
p. alginolyticus 33 + - + + + + - + .
P. alginolyticus 37 - + + + + + + +
P. glunanolyticus 38 + - + + - + + - -
P. glucanolyticus 32 - + - + + - - - -
P. chibensis 12 + + + + - + + + +
P. chibensis 18 + - + + - + + + -
P. thiaminolyticus 23 - - + + + - + + +
P. thiaminolyticus 3 - - + + + - + +
P. pabuli 41 - - + + - - + + -
P. pabuli 42 - + + + - - - - -
P. pabuli 28 - - + + + - + + -
P. apiarius 19 - - + + - - + - .
P. macquariensis 21 - - + + - - + - -
P. peoriae 57 + - - + - - + _ -
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Figura 6: Percentagem do perfil enzimatico de cepas de Paenibacillus

Neste estudo também testaram as mesmas cepas para producdo de outras enzimas como
celulase, caseinase e quitinase sendo que a maioria das cepas hidrolisou os substratos. No
presente estudo, apenas cinco cepas foram produtoras de xilanases sem serem produtores
celulases, apresentando-se com grande utilidade para a industria do papel, uma vez que a
auséncia de celulase € imprescindivel, ja que as xilanases removem seletivamente os
componentes da hemicelulose sem afetar a celulose (Subramanyian e Prema, 2000). Por outro
lado, o uso em consorcio de celulases e xilanases nas dietas fornecidas a animais € comum na
industria de ragdes, aumentando o valor nutricional dos cereais e melhorando a digestibilidade
animal (Bhat, 2000). No presente estudo 21 isolados (38%) foram produtores de ambas as
enzimas (Tabelas 10 e 11) sendo 6timos candidatos para estudos e caracterizagao de xilanases
e celulases utilizadas na industria de ragdes.

A industria do amido é uma das maiores consumidoras de enzimas hidroliticas na
modificacdo de substrato. O amido, por ser um polimero, requer uma combinacdo de enzimas

para sua completa hidrolise e € comum a utilizacdo de enzimas de origem microbiana como
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fonte industrial de amilases (Haki e Rakshit, 2003). A produc¢do de amilase ativa em pH neutro
foi encontrada em 67% (37 isolados) dos Paenibacillus testados (Figura 6), e 25 isolados (45%)
foram produtores de amilases em pH alcalino, 10,0. Amilases ativas em pH neutro ndo tém
utilidade na industria de detergentes, ja que a faixa de agao dos detergentes em geral € pH 8,0
(Hagihara et al. 2001). A maioria das espécies de Bacillus € produtora de amilases neutras ou
acidas, dai a importancia em se encontrar bactérias que produzem enzimas ativas em pH
alcalino, em nosso estudo foi possivel encontrar 10 das 15 espécies produtores de amilase em
pH 10,0 (Tabelas 10 e 11). Kim et al (1995) isolou uma espécie de Bacillus de amostras de solo
forte produtora de amilases altamente ativas em pH 10. Igarashi et al (1998), também
encontraram Bacillus produtor de amilase ativa em pH 8,5.

Proteases microbianas estdo entre as enzimas hidroliticas mais importantes e tém
sido estudadas extensivamente. Ha varias proteases bacterianas no mercado sendo bastante
utilizadas, a grande maioria é proveniente de cepas de Bacillus (Gupta, Beg e Lorenz, 2002). A
atividade proteolitica dos isolados de Paenibacillus foi avaliada em meio agar leite (caseinase)
resultando em 89% de isolados produtores (49 de 55 testados) (Figura 6). Semelhante
resultado foi encontrado por Rojas-Avelipaza, 1999, onde 90% dos 152 isolados de B.
thuringiensis foi capaz de produzir protease (caseinase). A produgao de proteases na grande
maioria dos isolados deve-se provavelmente a grande importancia desse grupo de enzimas na
hidrolise de proteinas livres do meio, o que habilita a célula bacteriana absorver e utilizar os
produtos dessa hidrdlise. Devido a relativa facilidade no isolamento de cepas de Bacillus de
diversas fontes, esses organismos tém se tornado o foco das atengdes na biotecnologia (Haki e
Rakshit, 2003).

Microrganismos produtores de amilases, proteases e xilanases vém sendo utilizados

como fonte de complexos multienzimaticos para ragdes animais (Blanco et al. 1995). Dezesseis
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isolados se enquadram nesse perfil, cinco isolados da espécie P. validus, quatro P. chibensis,
dois P. glucanolyticus, um P. koreensis, um P. brasilensis, um, P. illinoiensis, um P. azotofixans
e um P. algynolyticus, esses isolados sdo 6timos candidatos a serem explorados na industria de
beneficiamento de racbes (Tabelas 10 e 11).

Um grande numero de lipases tem sido produzido comercialmente sendo que a
maioria delas é originaria de fungos e bactérias (Jaeger e Reetz, 1998). Poucas cepas testadas
nesse trabalho foram lipoliticas, apenas 17 dos 55 testados (cerca de 30%). A secrecdo de
lipases por cepas bacterianas da indicios de viruléncia, como S. aureus e Pseudomonas spp,
potentes produtores de lipases quando estdo infectando um paciente (Stehr et al. 2003). No
entanto, ndo ha registros de patogenicidade em cepas de Paenibacillus, que provavelmente se
utilizam dessas enzimas apenas como meio de obtencdo de nutrientes. Varias espécies de
Bacillus sao conhecidas como sendo a maior fonte de enzimas lipoliticas para uso industrial
(Haki e Rakshit, 2003).No entanto, o género Paenibacillus ndo se mostrou bom produtor de
lipases neste estudo, apesar pertencerem a mesma familia e possuirem caracteristicas e
aplicagbes tao semelhantes. A busca incessante por novos microrganismos produtores tanto
de lipases quanto de outras enzimas de interesse deve-se a fatores limitantes como altos
custos e falta de enzimas que sejam ativas numa faixa de especificidade catalitica,
propriedades que sao requeridas nas mais diversas aplicagdes (Sharma, Chisti e Banerjee,
2001).

A quitina e seus derivados possuem alto valor econémico devido as suas versateis
caracteristicas biologicas e aplicagdes na agricultura (SAKAI et al. 1998). Apenas 4 isolados
(7%) de Paenibacillus foram produtores de quitinases, sendo das espécies P. chibensis (12), P.
koreensis (32M), P. azotofixans (43) e P. thiaminolyticus (23). Poucos isolados produtores foram

encontrados também por Rojas-Avelipaza, 1999, com 19% das cepas de Bacillus thuringiensis
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produtoras. Os autores também notaram que quando as cepas cresciam em meio com casca de
crustaceo, produziam quantidades minimas de quitinases, apenas 2 UQ/mL, em comparacao
com a cepa de referéncia Serratia marcescens WF que produzia 40 UQ/mL da enzima.

Provavelmente o numero reduzido de isolados produtores no presente estudo deve
se a pouca quantidade de enzima que nao foi capaz de ser detectada pelo método utilizado. A
triagem iniciou-se pelo método direto, ou seja, semeadura dos isolados em placa contendo
quitina purificada. Os resultados foram todos negativos. Num segundo passo, foi testada a
incubacgao prévia dos isolados em um caldo YNB enriquecido com pé de casca de crustaceo por
48 horas a 30°C em tubos de ensaio, antes de ser semeado em placas contendo quitina
purificada, novamente os resultados foram negativos. Numa terceira tentativa, foi produzido o
sobrenadante das culturas dos isolados crescidos em meio YNB enriquecido com p6 de casca
de crustaceo, em estufa com agitagdo a 30°C por 48 horas. O filtrado foi incubado em placas
com quitina purificada por 18 horas. Com essa metodologia foram obtidos 4 isolados positivos
em 55 testados, provavelmente esses 4 isolados produziram quantidades maiores de
quitinases, que puderam ser detectados pelo método do Vermelho Congo.

A degradacgao da quitina acontece em 2 etapas. Uma endoquitinase reduz o tamanho
do polimero, em oligbmeros e uma exoquitinase subseqientemente os degrada em mondmeros
(Sakai et al. 1998). Barboza e Corona et al. 1999 testaram 100 cepas de B. turingiensis e
selecionaram apenas 3 produtoras de quitina sob diferentes condi¢cdes de pH. Essa espécie de
Bacillus foi escolhida no intuito de utilizar sinergisticamente a quitina e a endotoxina (conhecida
por sua agao inseticida), ja que essa enzima € importante na solubilizacédo e ativagdao da
endotoxina. Pleban, Chernin e Chet (1997) encontraram atividade quitinolitica em cepas e

Bacillus cereus somente apds 96 horas de incubacao.
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As pectinases foram uma das primeiras enzimas a serem utilizadas no ambito
doméstico. Sua aplicagado comercial iniciou por volta da década de 30, na preparagao de vinhos
e sucos de frutas. Atualmente € uma das mais utilizadas no setor comercial (Kashiap et al.
2001). Em nosso trabalho, 32% (17) dos isolados testados foram produtores de pectinases.
Tamburini et al. (2003) realizaram uma triagem semelhante, encontrando 16% de isolados
pectinoliticos, sendo que a grande maioria desses isolados pertence ao género Bacillus.
Sakiyama et al (2001) isolou uma cepa endofitica de Paenibacillus amylolitycus a partir de
frutos do café que se mostrou um potente produtor de pectinases com apenas 0,3% de pectina
como indutor e fonte de carbono. Kobayashi et al (2001) numa triagem em amostras de solo,
também isolou uma cepa de Bacillus spp que apresentou forte atividade pectinolitica.

Cao, Zheng e Chen (1992) testaram 84 isolados e apenas quatro foram produtores
de pectinases e xilanases, todos do género Bacillus. Esse trabalho foi realizado com o intuito de
descobrir novas cepas bacterianas que possam ser utilizadas no amaciamento de fibras
naturais (que sdo compostas originalmente por pectina, hemicelulose e celulose). Sendo assim,
€ necessario que as cepas sejam produtoras de pectinases e xilanases, mas nao celulases,
para que a tenacidade das fibras seja mantida. Nesse contexto, apenas o isolado 12 P.
chibensis se enquadraria nas condigdes para maiores estudos e posterior utilizagdo no
beneficiamento de fibras naturais. Atualmente, a industria de processos de amaciamento de
fibras tem necessidade de aumentar a velocidade dos processos, aumentando a qualidade da
fibra com reducéo de custos (Tamburini et al. 2003), dai a importancia na descoberta de novas
cepas que possam melhorar a qualidade dos processos industriais gerando produtos de melhor
qualidade.

Enzimas com atividade xantanolitica tem importantes aplicagdes na industria de

polimeros. Em nosso estudo, 78% dos isolados foram produtores dessas enzimas, sendo que
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desses, 91% dos isolados de solo foram produtores. Cadmus (1982) isolou duas cepas de
Bacillus spp do solo, que foram produtores de enzimas com atividade xantanolitica. Quando
essas cepas cresciam em consorcio, a produgdo era maior do que quando cresciam
isoladamente. Ruijssenaars (1999) encontrou uma cepa de Paenibacillus alginolyticus capaz de
produzir xantana liase entre outras enzimas que degradam a xantana.

As culturas de células e as enzimas que degradam xantana podem também ser
utilizadas no tratamento de infec¢gdes causadas por Xanthomonas (Hashimoto et al. 1998)
nesse contexto, 19 isolados de Paenibacillus, P. validus (172, 112, 10M, 191, 169, 44, 40, 4), P.
chibensis (17b, 12, 18, 23), P. koreensis (32M), P. illinoiensis (23M), P. macquariensis (21), P.
pabuli (41, 42), P. brasilensis (16) e P. peoriae (57) deste estudo poderiam ser utilizados, uma
vez que a bactéria Xanthomonas anoxopodis foi a indicadora mais inibida.

A cepa de P. peoriae 57 deste estudo ndo se mostrou bom produtor de enzimas
extracelulares, secretando apenas trés dos nove testados, sendo eles xilanase, xantanase e
amilase ativa em pH 7. Von Der Weid et al. (2003) obteve produgédo de proteases e quitinases
a partir da cepa P. peoriae NRRL BD-62.

Outro fato que merece destaque € a cepa 23 de P. thiaminolyticus que foi uma das
poucas produtoras de quitinases mas nao teve qualquer atividade inibitoria frente aos fungos
filamentosos e leveduras indicadoras, sugerindo que as inibicdes podem ser resultado da acao
sinérgica entre enzimas e compostos antibiéticos.

Microrganismos produtores de varias enzimas sdo mais desejaveis que produtores
de uma enzima em particular, apresentando uma versatilidade maior na industria, além de
serem mais econ6micos (Beilen e Li, 2002). Muitos isolados deste trabalho apresentam tal
caracteristica, ja que foi detectada a produgédo de varias enzimas de interesse industrial, P.

validus (191), degradou todos os substratos testadas, com exceg¢do da quitina, P. koreensis
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(32M), foi capaz de degradar todos os substratos com exceg¢do da pectina, o isolado P.
chibensis (12) possui bom perfil a ser explorado pois é produtor de amilase alcalina, xilanase
sem celulase (qualidade imprescindivel para utilizacdo na industria do papel), protease, lipase
e quitinase. Além da maioria dos isolados, que foram produtores de 4 ou mais enzimas,
caracteristica que também os tornam bons candidatos para utilizacdo na industria.

Steele e Stowes (1991) enfatizam que apesar dos avangos na genética e fisiologia
microbiana estarem exercendo um enorme impacto na produ¢do de enzimas, programas de
triagem de novos microrganismos capazes de produzir moléculas bioativas ainda € uma
importante ferramenta na biotecnologia. Nosso estudo revela claramente o potencial desse
género, com os dados da tabela 8 e figura 6 mostrando a ocorréncia de todas as enzimas de

interesse.

4.6 Atividade antifungica X Producao de Enzimas Hidroliticas por Paenibacillus

Estratégias modernas de controle bioldgico tém como ponto fundamental o
sinergismo entre antibioticos e enzimas que degradam a parede celular. Bacillus spp e espécies
relacionadas sao interessantes nesse contexto devido ao repertério amplo de antibiéticos que
produzidos juntamente com enzimas hidroliticas, como as quitinases, associada ao
antagonismo de Paenibacillus polymyxa contra fungos basidiomicéticos (Nielsen e Sorensen,
1997). Nesse contexto, € possivel destacar a cepa 32M de P. koreensis, que obteve acao
inibitoria frente a pelo menos uma levedura e trés fungos filamentosos patogénicos, sendo que
também foi produtora de proteases, quitinases, celulases e xilanases (Tabela 12). A cepas 17b
(P. chibensis), 10M e 191 (P. validus) também se destacam por inibirem fungos filamentosos e
pelo menos uma espécie de Candida spp e serem ainda produtores de proteases, celulases e

xilanases (Tabela 12).
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Budi et al. (2000) realizou uma triagem semelhante e obteve uma cepa de
Paenibacillus spp, isolada de amostra de solo, capaz de secretar 4 enzimas extracelulares
(celulase, protease, quitinase e pectinase). Em adi¢cdo, essa cepa foi capaz de inibir o
crescimento fungos patogénicos importantes, como P. parasitica e F. oxysporum. P. koreensis
€ conhecido pela produgdo de compostos antifungicos inibidores do crescimento de varios
patogenos de plantas e animais, sendo que esta espécie € usada como controlador biologico de

fungos devido a sua habilidade em degradar quitina (Chung et al.2000).



Tabela 12: Atividade antifungica e producio de enzimas hidroliticas por cepas de Paenibacillus
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Levedura Fungos filamentosos Enzimas hidroliticas
ESPECIE C. albicans 1* F.solani** B. oryzae** B. sorokiniana** Protease Celulase Quitinase
ISOLADOS DE AGUA
191  P.validus ++ ++4+ +++ +++ + +
10m  P.validus ++ ++ +++ +++ + +
169  P.validus + + ¥
112 P.validus ++ ++ +++ + +
172 P.validus +++ +++ ++ + +
168  P.validus ++ ++ +++ + +
111 P.validus ++ + +++ + +
26 P. azotofixans + + + +
204 P. azotofixans + +
17b  P.chibensis ++ +++ +++ +++ + +
23 P.chibensis ++ ++ ++ +++ + +
19 P. glucanolyticus ++ +++ +++ + +
23M  P.illinoiensis +++ ++ + +++ + +
32M  P.koreensis ++ + ++ +++ + + +
16 P. brasilensis +4+ +++ +++ + +
ISOLADOS DE SOLO
40  P.validus + +
4 P. validus ++ +++ +++ +
12 P.chibensis +++ ++
18  P.chibensis ++ + ++
57 P. peoriae + + ++

* Médias das zonas de inibi¢do: + até 12mm; ++ 13 a 15mm; +++ 16 a 20mm; - negativo
**Médias das zonas de inibicdo: + 13 a 20mm; ++ 21 a 25mm; +++ 26 a 32mm; - negativo

Enzimas: + positivo, - negativo
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As celulases e enzimas relacionadas sdo também capazes de degradar a parede
celular de certos fitopatdogenos controlando doengas em plantas. A (-1,3 glucanase do fungo
Trichoderma inibiu sinergisticamente a germinacdo dos esporos e elongacdao do tubo
germinativo de Botritys cinerea, um importante fungo patogénico (Lorito et al. 1994). Este € um
fato importante, ja que a maioria dos isolados de Paenibacillus apresentou 6tima atividade
antifungica, que pode ser o resultado da acdo de enzimas extracelulares como celulases,
proteases ou quitinases, do sinergismo entre essas enzimas ou da ag&o conjunta das enzimas

e de peptideos antimicrobianos.

4.7 Testes in vivo com tubérculos de batata

Dos 55 isolados de amostra de ambiente, 15 isolados inibiram Pectobacterium
carotovorum subesp. brasilensis, 13 inibiram Ralstonia solanacearum, e 15 inibiram o
crescimento de Fusarium solani. Esses microrganismos sao fitopatogénicos, associados a
lesdes em tubérculos de batata. A partir desses isolados, fez-se uma triagem para as linhagens
produtoras de enzimas pectinoliticas, ja que a secrecado dessas enzimas causa apodrecimento
e consequentemente lesdo nos tubérculos, sendo sua produgao considerada fator de viruléncia
em microrganismos fitopatdgenos (Kobayashi et al. 2001).Para os testes in vivo, foram
utilizados os isolados que inibiram os patdégenos in vitro e desses, os ndo produtores de
pectinases. Resultando em 15 isolados testados (17b, 32M, 16, 172, 23, 112, 23M, 10M, 191,
111, 168, 12, 18, 57 e 4).

Nos dos testes in vivo em tubérculos de batata (Figura 7), pode se observar a
formacao de lesdes provocadas pelas cepas de Paenibacillus testadas, tanto nos testes a partir
da cultura quanto da suspenséo de esporos. Com esses resultados, testamos o sobrenadante

da cultura desses mesmos isolados, ja que sado produtores de substancias com atividade
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antimicrobiana, e provavelmente a presenca das células vegetativas e esporos contribui para a
formacao de lesbes, possivelmente pela produgédo de outras enzimas. Foi realizada também a
quantificagdo da atividade dos sobrenadantes que se mostraram ativos:17b, 32M, 16, 172, 23,
112, 23M, 10M, 191, 111 e 12.

Os sobrenadantes das culturas nao foram capazes de evitar a formacao de lesbes
provocadas pelos patdgenos testados, provavelmente pela pouca atividade dos mesmos (25 a
50 UA/mL). Estudos preliminares (Oliveira, 2003) mostram que somente o sobrenadante bruto
nao € capaz de controlar a formagao de lesdo nos tubérculos devido a pequena atividade,

sendo imprescindivel a purificagdo e concentragao desse sobrenadante.

Figura 7: Lesdes em tubérculos de batata provocadas por culturas de células de Paenibacillus.
A e C: controles com as culturas de células dos isolados 10M e 191 respectivamente. B e D:
tratamentos com as mesmas culturas de 10M e 191 e 106 células de Pectobacterium
carotovorum
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que:

1. Os isolados de Paenibacillus do presente estudo apresentaram um amplo espectro
de inibi¢cao frente a fungos e bactérias. Na atividade antibacteriana, as espécies P. chibensis, P.
validus, P. koreensis e P. peoriae foram as que se destacaram inibindo 93% das bactérias
indicadoras testadas. Na atividade antifungica, P. peoriae inibiu o crescimento de 92% dos
fungos testados.

2. O género Paenibacillus é produtor de uma ampla gama de enzimas hidroliticas de
interesse industrial. Dos 55 isolados analisados, 47% apresentaram atividade xilanolitica, 30%
pectinolitica, 89% proteolitica, 78% xantanolitica, 72% de celulolitica, 30% lipolitica, 67% de
amilase ativa em pH 7,0, 45% de amilase ative em pH 10,0 e 7% apresentou atividade
quitinolitica.

3. Os isolados foram também produtores de varias enzimas simultaneamente,
apresentando um grande potencial a ser explorado em industrias como a do papel e ragdes.

4. Quatro isolados (10M, 191, 17b e 32M) obtiveram os melhores perfis enzimaticos

e podem ser utilizados como biocontroladores de fungos patogénicos, devido a producao
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sinérgica de enzimas hidroliticas e compostos antifungicos. Com destaque ao isolado 32M que
foi o Unico dos quatro a produzir quitinase.
5. A cultura de Paenibacillus e o sobrenadante bruto produzidos nédo foram efetivos

para aplicagdo no controle de doengas provocadas por microrganismos.
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6. PERSPECTIVAS

Como perspectivas para futuros estudos sobre o potencial biotecnolégico das
substancias produzidas pelas bactérias do género Paenibacillus podemos citar:

- produzir novos sobrenadantes dos isolados que se destacaram e realizar sua
caracterizagéo bioquimica;

- estudar os mecanismos de acao das substancias antifungicas e antibacterianas;

- purificar as enzimas de interesse, para estudos de otimizagdo de sua atividade;

- realizar testes de campo para verificar a repetibilidade dos resultados e realizar as

adaptacdes necessarias para o uso comercial.
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8.1 Meios de culturas utilizados

8.1.1 Agua peptonada 0,1%

Peptona bacteriolégica 1,09
Agua destilada 1000,0 mL

Dissolver em agua destilada e autoclavar.

8.1.2 Agar e Caldo Sabouraud.

Glicose 2%
Peptona Bacteriologica 1%
Extrato de Levedura 0,5%
Agar 2%

Dissolver em agua destilada e autoclavar.

8.1.3 Caldo BHI Tamponado pH 6,0

Caldo BHI Merck 37,09
Solucéo de KPO* 0,1mol L™
Agua destilada 1000mL

Dissolver BHI em agua destilada e adicionar a solugdo tamp&o para ajustar concentracgéo final

em 0,17mol L e autoclavar.

8.1.4 Solucéo Salina 0,85%
Cloreto de Sodio 8,59

Agua destilada 1000mL



8.1.5 Agar Nutriente

Extrato de Carne 3,09
Peptona de Carne 5,09
Agua destilada 1000,0mL

Dissolver em agua destilada e autoclavar.

8.2 Reagentes utilizados

8.2.1 Lugol

lodo 19
lodeto de potassio 29
Agua destilada 1000mL

Triturar os ingredientes secos e adicionar pequenas quantidades de agua destilada.

8.2.2 Vermelho Congo 1% e 5%
Vermelho Congo 1,0g ou 5,0g

Agua destilada 100,0 mL

Dissolver o p6 em agua destilada e homogeneizar por alguns minutos.

8.2.3 Solugéo de Rodamina B 0,001%
Rodamina B (Lynth) 0,001g
Agua destilada 100,0mL

Dissolver o p6 e filtrar em membrana 0,22um.

8.2.4 Tampéo PBS
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NaCl

Kcl
Na?HPO*
KH?PO*

Agua destilada

89
0,29
1,49
0,249

1000mL
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