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ABSTRACT
Forty-four Bacillus spp. strains obtained from sugar cane derivates and residues, six of them
isolated in this work, were tested using Tween 80 as substrate (agar-Tween 80 medium), in order to
determine their esterase activity through the enzymatic index averages. After statistic analysis, B. cereus
. (C124) strain, which presented better results, was submitted to genetic improvement by treatment with
ultraviolet light (UV). The survival curve pointed out 28” as the time necessary to obtain 30% of
survivors. Fifty survivors and the wild strain C124 were compared in relation to their esterase activity as
mentioned previously. The wild strain and the mutant C124UV35, which showed enzymatic index
average higher than C124, were characterized in polyacrilamide gel electrophoresis (PAGE).
Eletrophoretic patterns for total proteins of wild and mutant strain showed different profiles according to
number, position and intensity of bands. For esterase, the bands varied only in intensity.
Key words: Bacteria, genetic improvement, Bacillus spp., B. cereus, esterase.

INTRODUCAO

As esterases catalisam a hidrélise de um grande niimero de esteres alifiticos e
aromiticos e a agdo destas enzimas € geralmente restrita a esteres de 4cidos graxos de cadeias
curtas. Estas enzimas sdo amplamente distribuidas nos organismos vivos, como em tecidos de
vertebrados, insetos, plantas, frutas citricas, micobacterias, fungos, e em mamiferos. As
esterases vém sendo estudadas pelo seu potencial em desenvolver aroma em alimentos e na
maturagdo de certos queijos, e, algumas esterases como a lidocaina, procaina e fenacetina
possuem importancia farmacolégica. As esterases podem ser obtidas de microrganismos como
Pseudomonas, Bacillus, Brevibacterium, Lactobacillus, Rhodoccoccus, Aspergillus,
Geotrichum, etc. (KRISCH, 1971; MATSUNAGA et al., 1974; McKAY, 1993;
LAMBRECHTS et al., 1995).

Segundo CHRISTOV & PRIOR (1993), as esterases produzidas por microrganismos,
inclusive Bacillus subtilis, estdo envolvidas na degradagdo de xilanJa, com potencial de aplicagio
na nutri¢do animal, na indistria de polpa e papel, na sintese de derivados de carboidratos e,

quando combinadas com xilanases e celulases, podem também ser aplicadas na bioconversido
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dos residuos lignoceluloliticos na fermentagdo de agiicares produzindo uma variedade de
combustiveis e produtos quimicos.

O desenvolvimento de mutantes para produgdo de enzimas comerciais constitui uma
importante estratégia, que conduz freqiientemente a um rendimento muito maior que o das
linhagens selvagens. Através da engenharia genética foi desenvolvida a primeira enzima
lipolitica, a Lipolase, produzida em escala industrial desde 1988, para a indiistria de detergentes
(UNDERKOFLER, 1976; AUNSTRUP, 1979; GALZY, 1985; NOVO NORDISK, 1992).

MENDONCA et al. (1996) realizaram pesquisa com quarenta € quatro linhagens de
Bacillus spp., avaliando a produgiio de proteases, enzimas muito utilizadas na indistria de
detergentes. Estas mesmas linhagens foram testadas no presente trabalho quanto a produgio de
esterases, visando a obtengdo de uma linhagem produtora de proteases e esterases. Assim, 0s
objetivos do presente trabalho foram isolamento e caracterizagdo semiquantitativa de linhagens
de Bacillus spp. quanto & produg@o de esterases; obtengéo e selegdo de mutantes com maior
produgio de esterases e comparagdo dos padrdes eletroforéticos para proteinas totais e esterases

da linhagem selvagem e do mutante selecionado.

MATERIAL E METODOS

Linhagens utilizadas. Foram utilizadas quarenta e quan'b linhagens selvagens de Bacillus spp.
(Tabela I) isoladas e identificadas como descrito por MENDONCA et al. (1996).
Caracterizaciio semiquantitativa de Bacillus spp. quanto a producfio de esterases. Para a
caracterizagdo semiquantitativa das linhagens de Bacillus spp. quanto a produgdo de esterases
foi utilizado o método de difusdo em 4gar com modificagdes e a atividade esterdsica foi testada
utilizando Tween 80 como substrato (meio dgar-Tween 80) (SIERRA, 1957, MENDONCA et
al., 1996). O indice enzimitico foi estimado medindo-se os dois didgmetros perpendiculares dos
halos de degradagdo e da média computada, subtraindo-se o didmetro do crescimento
bacteriano. O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente ao acaso com quarenta e
quatro tratamentos e seis repeti¢des. Os dados foram submetidos a anélise de varidncia e teste de
Tukey para comparagao das médias.

Melhoramento genético de Bacillus cereus (C 124) . Inicialmente foi realizada a curva de
crescimento da linhagem selvagem de B. cereus (C 124), selecionada entre as melhores
produtoras de esterases, para se determinar o nimero de células viaveis na suspensio a ser

utilizada na irradiagdo com UV (KIRALI et al., 1974). Para obtengéo da curva de sobrevivéncia
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foi utilizada a metodologia de AZEVEDO & COSTA (1973). De acordo com os dados obtidos
através da curva de sobrevivéncia da linhagem C124, esta cultura foi submetida a radiagio UV
por 28" que corresponde a uma sobrevivéncia de 30 %. Dentre os sobreviventes foram
escolhidas ao acaso, cinquenta colSnias que foram testadas quanto a produgéo de esterases
em comparagio com a linhagem selvagem, conforme descrito por MENDONCA et al. (1996).
Os resultados foram analisados estatisticamente como no item anterior. Para verificagdo de
auxotrofia do mutante selecionado, a linhagem C124 e o mutante selecionado foram cultivados
por 24h em meio AN e transferidos para placas de Petri com meio minimo de Davies e para
meio completo AN, utilizado como controle, sendo incubados por 24 h a + 28°C.

Determinagiio dos padroes eletroforéticos em gel de poliacrilamida (PAGE). A
determinag@o dos padrdes eletroforéticos em gel de poliacrilamida (PAGE) para proteinas totais
¢ esterases da linhagem selvagem C124 ¢ do mutante selecionado C124UV35 foi realizada
segundo PACCOLA-MEIRELLES et al. (1988). Na corrida para proteinas totais foi utilizado
dodecil sulfato de sédio (SDS). As determinages quantitativas de protefnas nos extratos
celulares de cada amostra foram realizadas de acordo com LOWRY et al. (1951) e a
concentragio utilizada foi de 75 pg/ml.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacio semiquantitativa das linhagens selvagens de Bacillus spp. quanto a
producio de esterases. Os resultados de atividade esterdsica, expressos na forma de indice
enzimético, mostram que as linhagens Bacillus sp. (C117) e B. cereus (C124) apresentaram os
maiores fndices, 1,07 ¢ 0,93 cm, respectivamente (Tabela II). C124 n3o diferiu estatisticamente
de 14 linhagens, as quais também ndo diferiram das linhagens restantes que apresentaram
atividade enzimitica positiva entre 0,70 e 0,84 cm. ‘
Com relagdo a frequéncia do nimero de linhagens observou-se que 15, 6, 20 e 3
linhagens apresentaram, respectivamente, dimensdo do halo de degradag@o em classes variando
de 0,02 070; 0,71 a 0,80; 0,81 20,90¢e 0,91 a 1,10 cm (Figura I).
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TABELA I - Relagio das linhagens selvagens de Bacillus spp. utilizadas para avaliagio da atividade esterdsica

N° COLECAO DA UFPE' LINHAGEM N° DE ORIGEM?
483 Bacillus sp. BT1
434 B. firmus BT2
485 Bacillus sp. BM3
486 B. firmus BM4
487 Bacillus sp. BMS
488 Bacillus sp. BM6
434 B. licheniformis C1
435 B. subtilis Cé6
436 B. circulans Cc7
438 B. licheniformis C65
439 B. licheniformis CcC69
440 Bacillus sp. C70
441 Bacillus sp. c77
442 Bacillus sp. C78
443 B. subtilis Cc8l1
445 B. circulans C86
446 B. firmus C 101
447 B. pumilus C 106
448 Bacillus sp. c107
449 Bacillus sp. C116
450 Bacillus sp. C117
451 Bacillus sp. C118
452 B. cereus C124
453 Bacillus sp. C126
454 Bacillus sp. Cc127
455 Bacillus sp. C128
456 Bacillus sp. C 137
457 B. alvei C 138
458 Bacillus sp. C 145
459 B. licheniformis C 156
460 Bacillus sp. C176
461 B.alvei Cc177
462 Bacillus sp. Cc179
463 Bacillus sp. C 185
464 Bacillus sp. C 186
465 Bacillus sp C 187
466 Bacillus sp. C 188
467 Bacillus sp. Cc 189
468 B. subtilis c197
469 Bacillus sp. C 198
470 B. licheniformis Cc199
471 B. firmus C 200
472 B. pumilus C 201

474 B. gwmlu.\' C 205

Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco.
2 As linhagens foram denominadas neste trabalho pelas siglas de origem.
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TABELA II - Médias dos fndices enzimyticos das li selvagens de Bacillus spp. em meio 4gar -Tween 80
—_ LINHAGEM ______ MEDIA (cm) _ LINHAGEM ____ MEDIA' (cm)
c117 1,07 a C128 0,81 efghij
c124 093 b C86 0,80 fghij
c6 091 be C189 079 ghij
C118 0,90 bed BM4 078  hijk
C138 0,89 bede - c8l 078  hijk
C187 0,89 bede C186 077 ijk
c101 0,88 bedef €200 077  jk
BM6 0,87 bedefg C145 070 k
C185 0,86 bcdefgh C188 070  k
C107 0,86 bedefgh C127 070 k
C201 0,86 bedefghi C197 070  k
C177 0,85 bedefghij C198 070  k
C70 0,85 bedefghij C176 070 X
C106 0,85 bedefghij c77 070 k
C69 0,85 bedefghij C179 070 k
C126 0,85 bedefghij C205 070 Xk
C156 0,84  cdefghij BTI1 070  k
C199 084  cdefghij BT2 070  k
C65 083  cdefghij BM3 070  k
Cl116 083  cdefghij C78 070 k
C1 082  defghij BMS5 070  k
C137 0,81 efghij c7 070 k
D.MS. 5% 0,08 0,08
C.V.=4,65%

Meédias de 6 repeti¢des. Médias seguidas da mesma letra nio diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

NUMERO DE LINHAGENS

0,51-0,70 0,71-0,80 0,81-0,90 0,91-1,10
DIMENSAO DO HALO (cm)

Figura I - Freqiiéncia do mimero de linhagens selvagens de Bacillus spp. quanto a
dimensdo dos halos de degradagdo produzidos em meio agar -Tween 80.
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Quanto ao método utilizado, os resultados obtidos neste trabalho encontram apoio na
literatura, com o relato da utilizagdo de meios sélidos para verificagdo da atividade enzimética
em microrganismos, com resultados positivos. MONTENECOURT & EVELEIGH (1977)
utilizaram o teste semiquantitativo por difusdo para determinag@o da produgdo de celulase por
Trichoderma viride Pers. : Fr . . DICKMAN & PATIL (1986) também usaram o método de
difusdo, e obtiveram resposta rdpida e eficiente para produg@do de cutinase por fungos
fitopatogénicos. Este método também foi usado por WILLIAMS et al. (1990) para selegdo de
microrganismos produtores de proteases, capazes de quebrar as pontes disulfidricas de
queratina, visando a obtengdo de um método alternativo para o aproveitamento das penas em
criadouros de aves, através da biodegradagdo das mesmas por microrganismos com atividade
queratinolitica. MENDONCA et al. (1996), testaram as mesmas 44 linhagens quanto a produg@o
de proteases pelo teste semiquantitativo em meios s6lidos, observando que Bacillus cereus
(C124) apresentou o melhor desempenho em meio dgar - hemoglobina.

As esterases sdo importantes enzimas estudadas tanto no campo cientifico, como nas
aplicagoes industriais em alimentos, papel e outras (CHISTOV & PRIOR, 1993). A escolha do
substrato para a determinagio das atividades esterdsicas foi direcionada para Tween 8C, pois o
uso dos Tweens € indicado para o estudo da especificidade das esterases que hidrolizam esteres
de 4cidos graxos de cadeias curtas, as lipases (enzimas cuja fungfio biolégica é catalisar a
hidrélise de triacilgliceréis de cadeia longa) e as esterases produzidas por microrganismos
podem ser obtidas isoladas ou associadas, e o conceito de ativag@o interfacial, caracteristico da
maioria das lipases, ndo é suficiente para distinguir entre lipases e esterases, sugerindo a
possibilidade da produg@o de lipases pelos Bacillus testados. (KOUKER & JAEGER, 1987,
LAMBRECHTS et al., 1995). Diante destes resultados, foi constatada a eficiéncia da linhagem
B. cereus (C124) na produgéo de esterases.

Melhoramento genético de Bacillus cereus (C124). Os indices enzimiticos observados
durante a caracterizagdo semiquantitativa de esterases em meio sélido, mostraram o bom
desempenho da linhagem B. cereus (C124), a qual foi conseqiientemente, selecionada para o
melhoramento genético. De acordo com a curva de crescimento de C124, foi constatado que 65
% de transmiténcia correspondeu a uma concentragio de células da ordem de 10" ufc/ml. Apés a
realizagdo da curva de sobrevivéncia de C124 e através da equagdo obtida por regresséo linear:
[Y = 107,84 - 2,795 X (R*=0,951 = 95,10%)], ficou estabelecido o tempo de 28 *’ para DL
(dose letal), visando posterior obtengdo de mutantes melhorados desta linhagem. Segundo
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AZEVEDO (1985), quando se trabalha com produgdo, deve-se obter mutantes com
sobrevivéncia acima de 10 %, o que estd em concordincia com o tempo de exposig¢do escolhido.
A andlise morfolégica dos sobreviventes obtidos mostrou caracteristicas fenotfpicas similares,
sendo selecionadas ao acaso cinquenta colonias, as quais foram caracterizadas
semiquantitativamente quanto a produgdo de esterases, através das médias dos indices
enzimiticos, no meio de cultura utilizado anteriormente. O resultado da andlise de varidncia
mostrou que houve diferenga estatistica significativa entre as médias dos indices enzimaéticos
dos sobreviventes e a da linhagem selvagem B. cereus (C124). As comparagdes das médias dos
indices enzimiticos de C124 e dos sobreviventes (C124UV1 a C124UV50) encontram-se na
Tabela IT1. i

A anilise da Tabela IIT mostra que o mutante C124UV35 apresentou indice
enzimitico superior em 47 % ao selvagem B. cereus (C124), enquanto que os mutantes
- C124UV12 e C124UV11 apresentaram também findices enzimiticos superiores a linhagem
selvagem em 43 % e 42 %, respectivamente. A obtengio de um mutante, segundo GALZY
(1985), s6 era possivel se uma sele¢do permitisse coloci-lo em evidéncia.

A utilizagdo de UV como indutor de mutagdo encontra apoio na literatura como na
indugdo de mutantes produtores de amilase em Aspergillus oryzae (Ahlburg) Cohn por meio de
diferentes radiagbes, entre elas UV, realizada por MEYRATH et al (1971).
MONTENECOURT & EVELEIGH (1977) usaram o mesmo teste para selecionar mutantes de
Trichoderma viridae a fim de obter maior produg@o de celulase. Os mutantes também foram
obtidos apés radiagdo UV, porém com taxa de sobrevivéncia de 0,1 %, apresentando halos duas
a trés vezes maiores que os parentais. MENDONCA er al. (1996) também apresentaram
resultados utilizando UV para indugido de mutag@o, quando compararam a linhagem selvagem
B. cereus (C124) com mutantes quanto a produgéo de proteases. O mutante C124UV35 mostrou
indice enzimiético superior em 50 % ao selvagem no meio 4gar-hemoglobina.

A partir dos resultados obtidos, o mutante C124UV35 foi selecionado por apresentar
fndice enzimético maior que o da linhagem selvagem B. cereus (C124), procedendo-se a
verificagido de auxotrofia. Foi observado o crescimento tanto no meio completo AN quanto no
meio minimo, e portanto o mutante selecionado ndo foi considerado auxotréfico. A indugio de
mutagio foi realizada para a obteng@o de mutantes quanto & produg?o de esterases, considerando
uma sobrevivéncia de 30 % (AZEVEDO, 1985), obtida ap6s a irradiagdo com UV.
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TABELA III - Médias dos fndices enziméticos de Bacillus cereus (C124) e dos sobreviventes em meio 4gar-Tween

80

LINHAGEM MEDIA] (cm) LINHA GEM MEDIAS' (cm)
C124UV35 0,28 a C124UV30 0,20 abcd
C124UV12 0,26 ab C124UV31 0,20 abcd
C124U0V11 0,25 abc C124U0V32 0,20 abcd
C124UV15 0,21 abed C124UV33 0,20 abcd
C124UV13 0,21 abed C124UV34 0,20 abcd
C124UV1 0,21 abed C124UVe6 0,20 abcd
C124U0V10 0,21 abed C124UV36 0,20 abcd
C124Uv7 0,20 abed C124UV37 0,20 abcd
C124UV9 0,20 abcd C124UV38 0,20 abcd
C124 . 0,20 abed C124UV39 0,20 abcd
C124UV2 0,20 abcd C124UV40 0,20 abcd
C124UV3 0,20 abcd C124UVv41 0,20 abcd
C124UVv4 0,20 abcd C124UV42 0,20 abced
C124UV5 0,20 abed C124UV43 0,20 abcd
C124UV16 0,20 abed C124UV44 0,20 abcd
C124UV18 0,20 abcd C124UV45 0,20 abced
C124UV19 0,20 abcd C124UV47 0,20 abcd
C124UV20 0,20 abcd C124U0V48 0,20 abcd
C124UV21 0,20 abcd C124UV49 0,20 abcd
C124Uv22 == - 0,20 abed C124UV50 0,18 abcd
C124UV23 0,20 abcd C124U0V17 0,18  becd
C124UV24 0,20 abcd C124UV8 0,18  becd
C124UV25 0,20 abcd C124UV26 0,16 cd
C124Uv27 0,20 abed C124UV46 0,16 cd
C124UV28 0,20 abcd C124UV14 0,15 d
C124UV29 0,20 abcd
D.MS. 5% 0,09 0,09
CV.=13,5%

Médias de 3 repeticdes. Médias seguidas da mesma letra niio diferem estatfsticamente entre si pelo teste de Tukey ao nfvel de 5%.

Caracterizaciio eletroforética de Bacillus cereus (C124) e mutante selecionado. Foram
comparados os perfis de bandas de proteinas totais e de esterases para melhor caracterizar a
linhagem selvagem C124 e o mutante C124UV35. As Figuras I e IV mostram o padrio
eletroforético de protefnas totais e esterases, respectivamente, ¢ a Figura III apresenta o
zimograma dos perfis de proteinas totais (Fig. II) com os valores de Rf correspondentes a
algumas bandas de C124 e do mutante selecionado.
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Figura Il - Padrio eletroforético em gel de poliacrilamida com SDS para protefnas totais de Bacillus
cereus (C124) e do mutante a =C124; b=C124UV35

Rf | c124 | c12auvss
0.18
0.28
0.30
0.31
0.33 S
0.38 —
0.40 —
0.41
0.42 —
0.47 —
0.48 —
0.50
0.51
0.52 —
0.55
0.57
0.58
0.60
0.82
0.86
0.94

Figura ITI - Zimograma de proteinas totais para algumas bandas de Bacillus cereus (C124) e do
mutante C124UV35. Rf - Valores de mobilidade relativa de cada banda.
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Figura IV - Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida para esterases de Bacillus cereus (C124) e
do mutante a=C124; b= C124UV35

A andlise do perfil eletroforético para protefnas totais (Figuras II e III) mostrou
diferengas entre a linhagem selvagem e o mutante. Nas variagdes observadas, notou-se a banda
‘de Rf 0,18, presente no mutante ¢ ausente na selvagem. Nas bandas com Rf 0,28 e 0,30
ocorreram diferengas quanto ao aumento da intensidade, apresentado pela linhagem C124UV35,
e auséncia da banda Rf 0,28 na linhagem selvagem. A banda com Rf 0,41 sé foi observada na
linhagem selvagem, enquanto que a Rf 0,42 aparece na selvagem e com maior intensidade para
o mutante. A banda com Rf 0,51 surgiu somente no mutante C124UV35, porém as de Rf 0,52 ¢
0,57 foram comuns as duas linhagens, apresentando maior densidade na linhagem selvagem.
No entanto, a grande maioria das bandas mostraram padrdes similares para as duas linhagens
analisadas.

Na andlise do padrdo eletroforético para esterases (Figura IV), a linhagem selvagem
apresentou banda mais densa do que o mutante, o que nio implica em variabilidade genética. O
uso da eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) para proteinas soliiveis em 4dgua tem se
constituido num instrumento valioso para caracterizagdo e identificagdo de microrganismos.
Segundo SMIBERT & KRIEG (1994), linhagens de uma mesma espécie podem apresentar
padrdes de protefnas similares que, entretanto, nio sio necessariamente iguais. Segundo
PACCOLA-MEIRELLES et al. (1988), a técnica da eletroforese constitui o melhor instrumento

para estudos de variagdo genética, possibilitando a detecgdo de diferengas através dos padrdes

© 1998, Parana Institute of Biology and Technology Publication



Brazlian Archives of Biology and Technology, v.41, n.1, p.103-114, mar. 1998 113

das bandas. As diferengas apresentadas indicam a ocorréncia de mutagfio para uma maior
atividade esterdsica, apesar dos padrdes eletroforéticos mostrarem similaridade entre a linhagem

mutante ¢ a selvagem.
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