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Selecdo de Bactérias Endofiticas Produtoras de Lipase

Introducédo

As enzimas lipoliticas possuem significante potencial biotecnolégico como catalisadores em reacGes de sintese
organica utilizando processos simplificados.

As lipases microbianas ndo requerem cofatores, atuam em ampla faixa de pH, sdo estaveis a altas temperaturas e
possuem propriedades altamente aplicaveis em processos industriais (Villeneuveet al., 2000; Hasan, Shah, Hameed,
2006). Além de tais aplicac@es, as lipases sdo extremamente importantes no controle biol6gico de nematoides, visto que
atuam na degradacdo da camada de lipideos de juvenis (J2) e de ovos de Meloidogyne spp. o J2 traz consigo 30% do seu
peso corporal em lipidios, que constituem a principal fonte energética até obter alimento quando parasitar seu hospedeiro (Lee &
Atkinson, 1977; Van Gundy, 1985). . As espécies de Meloidogynne sdo parasitas importantes de raizes de bananeira e de
varias culturas e sdo geralmente controlados por meio da aplicacdo de nematicidas que sdo produtos altamente tdxicos.
O objetivo do trabalho foi selecionar isolados endofiticos produtores de lipase a fim de que possam ser utilizados no
controle de Meloidogyne em trabalhos futuros.

Material e métodos

| A avaliacdo da produgdo de lipase foi feita em_ isolados endofiticos obtidos de amostras de raizes de bananeira
‘Prata-Ana’ da Regido Norte de Minas Gerais e Sudoeste da Bahia. As bactérias isoladas foram cultivadas em 50ml de
meio liquido TSB (Triptic Soy Broth), por um periodo de 48 horas, em temperatura de 28°C, para obtencéo das
suspensdes bacterianas. As suspensdes foram preparadas em solucao salina a 0,85% de Cloreto de sodio (NaCl) a partir
das culturas do meio TSB. A concentragdo de células bacterianas foi ajustada a densidade 6tica de 1,0 de absorbancia
no comprimento de onda a 540 nm. Posteriormente uma aliquota de 10 microlitros foi distribuida no centro da placa
contendo 0 meio com tributirina 1,0% p/v, NaCl 0,5% p/v e Agar 2,0% p/v. As placas foram incubadas por 48 horas a
28° no escuro em camera tipo BOD A testemunha positiva foi representada pela Rizo  37(Bacillus sp). Os Isolados
que apresentaram um halo transparente ao redor da col6nia foram consideradas positivas, para a producdo de lipase.
Para medida dos raios dos halos e das col6nias utilizou-se um paquimetro. O indice enzimatico (IE) expressa a relacdo
entre o didmetro do halo de degradagdo do substrato pelo didmetro de crescimento da colénia de microrganismo. O
experimento foi realizado em triplicata. (RUAS, 2013)

Resultados e discussao

Para se obter isolados com alto potencial de producdo de lipase é necessario que o indice lipolitico alcance 1,7 no
minimo. Tal valor foi encontrado na testemunha e nos isolados EB-63 e EB-64. Para os demais isolados o indice variou
de 1,9 a 2,7 0 que demonstra a capacidade dos isolados em degradar tributirina presente no meio. (Tabela: 1 e Figura: 1)

A relacdo R/r maior que 1,7, utilizada para a analise da atividade enzimatica, pela observagdo da degradacdo da
tributirina, se mostrou eficiente para este trabalho. Colen et al, (2005) utilizaram a relagdo R/r maior que 1,2 por
considerarem que as cepas que apresentam essa relacdo seriam as mais promissoras.

| Pesquisadores dedicaram a estudar genes superexpressos em bactérias Gram positivas, como em B. subtilis_que
expressdo lipase extracelular (enzimas lipoliticas LipA e LipB) (Pouderoyen et al.,2001; Eggert et al., 2001;
Brockmeier et al., 2006). Conforme Brockmeier et al (2006), o género Bacillus apresentam resultados promissores
como produtore de lipases,as éspecies Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis_vem se destacando, na capacidade de
expressar e secretar enzimas em quantidades elevadas, em meio de cultura.

A identificacdo de novas fontes microbianas é de interesse estratégico, pois, além de garantir o suprimento de
enzimas aos mais variados processos industriais, tornam possivel o desenvolvimento de novos sistemas enzimaticos que
ndo podem ser realizados a partir de enzimas vegetais ou animais.
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Concluséao

Dos 29 isolados testados 24 foram positivos para a producdo de lipase com destaque para os isolados EB-44 (Bacillus
amyloliquefaciens), EB-53 (Lysinibacillus sp.), e EB-58 (Bacillus pumilus) que apresentaram indices de 2,7 e 2,9
respectivamente.
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Tabela 1: Relacéo de isolados e indice lipolitico

Isolado indice lipolitico
EB-04 Bacillus subtilis 2,7
EB-30 Bacillus axarquienses 2,1
EB-44 Bacillus amyloliquefaciens 2,7
EB-46 Bacillus pumilus 2,5
EB-49 Bacillus licheniformis 2,3
EB-53 Lysinibacillus sp. 2,7
EB-56 Bacillus sp. 1,9
EB-57 Bacillus safensis 1,9
EB-58 Bacillus pumilus 2,9
EB-60 Lysinibacillus sp. 2,0
EB-63 Bacillus pumilus 1,7
EB-64 Bacillus pumilus 1,7
EB-71 Bacillus sp. 2,2
EB-127 Sporolactobacillus sp. 1,8
EB-133 Bacillus amyloliquefaciens 2,0
EB-136 Bacillus subtilis 2,3

EB-194 Bacillus sp. 2,0
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EB-07 A. tumefaciens 2,0
EB-12 Bacillus pumilus 2,2
EB-80 Bacillus sp 2,2
EB-108 Rhizobium sp 2,0
EB-139 Acetobacter sp 2,0
EB-141 Lysinibacillus sp. 2,0
EB-148 Aneurinebacillus sp 2,2
EB-40 Bacillus sp. Negativo
EB-88 Bacillus flexus Negativo
EB-169 Bacillus pumilus Negativo
EB-26 B. methylotrophicus Negativo
EB-14 Bacillus pumilus Negativo
Rizo 37- Bacillus sp 17

Figura 1. Isolados positivos indice lipolitico 2,7 (EB-53 Lysinibacillus sp.) e 2,9 (EB-58 Bacillus pumilus).



