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Resumo

Microrganismos presentes nos mais diversos ambientes representam uma fonte atrativa de enzimas por
poderem ser cultivados em grandes quantidades num relativamente curto tempo por métodos ja
estabelecidos. Isto faz com que produzam um suprimento abundante e regular do produto desejado. As
proteinas microbianas tém uma maior vida util e podem ser armazenadas durante semanas sem perda
significativa de atividade. As enzimas produzidas como metabolitos por bactérias ou fungos sdo
potencialmente aplicaveis nas mais diversas areas industriais de produgdo ou transformagao. Isto se da
devido a catalise biologica de processos de interesse comercial eficientemente e € nesse contexto que
reside a importancia da busca por novas possibilidades biologicas. Este trabalho teve como objetivo
analisar a produgdo de proteases, amilases, ureases, lipases ¢ tanases por linhagens do fungo Rhizopus
arrhizus (WFCC/UCP 402), e das bactérias Bacillus licheniformis (WFCC/UCP 1008) e Geobacillus
stearothermophilus (WFCC/UCP 1520) que foram isoladas de mangue na cidade de Rio Formoso no
litoral sul de Pernambuco-Brasil. Estas linhagens foram submetidas aos testes de producdo dessas
enzimas em meios de cultura especificos em variadas temperaturas e tempos de amostragens. Os
resultados obtidos demonstraram que nas condigdes de temperaturas empregadas nenhum dos trés
isolados produziu proteases ¢ tanases de modo eficiente em qualquer tempo de amostragem, mas todas
produziram ureases em diversos niveis sendo verificada maior eficiéncia em R. arrhizus. As amilases e
lipases foram produzidas apenas pelas linhagens de bactérias. Sendo assim, 0 R. arrhizus deve gerar
melhor producdo de ureases, o B. licheniformis deve ser utilizado na producao de amilases e
ureases € o G. stearothermophilus na producdo de ureases e lipases. Os resultados obtidos
demonstram o potencial dos microrganismos estudados em produzir estas enzimas de interesse
industrial.

Palavras-chave: microrganismos, produ¢do enzimatica, bactérias, fungos.
Introducao

Existe um clamor social por atividades produtivas sustentdveis valorizando assim a
produgdo de insumos e processos quimicos que demandem matéria prima renovavel. Neste
ponto que se insere a utilizagdo de microrganismos capazes de processos bioquimicos mais
eficientes e que favorecam a produgdo em larga escala de insumos metabolicos essenciais
para os mais diversos ramos industriais fortalecendo assim a sua competitividade. E
necessario observar o interesse na melhoria dos processos evitando assim o dispéndio de
recursos ¢ aumentando a sua eficiéncia. Neste contexto existe o favorecimento da utilizacao
de matérias primas renovaveis por tecnologias de biotransformagdo e biocatéalise. Estas
tecnologias ja sdo realidade nas induastrias, mas a pesquisa continuada favorece o

aparecimento de novos processos € novas
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oportunidades de mercado. Sua implementagdo resulta em produtos de maior qualidade,

obtidos por processos de menor consumo energético e de menor impacto ambiental.

O potencial biocatalitico dos microrganismos tem sido empregado ha séculos para
produzir pao, vinho, vinagre e outros produtos comuns sem conhecimento da base bioquimica
de seus ingredientes. Enzimas microbianas ganharam interesse por seus usos difundidos na
industria e medicina devido a sua estabilidade, atividade catalitica e facilidade de produgdo e
otimizagdo da obtengao diferente das enzimas vegetais e animais. O uso de enzimas em varias
industrias (por exemplo, alimentos, agricultura, produtos quimicos e produtos farmacéuticos)
estd aumentando rapidamente devido a reducdo do tempo de processamento, baixo consumo
de energia, custo-beneficio, caracteristicas ndo-toxicas e ecoldgicas. Enzimas microbianas sao
capazes de degradar compostos quimicos toxicos de residuos industriais e domésticos
(compostos fenodlicos, nitrilos, aminas, etc.) por degradagao ou conversdao (SINGH et al.,
2016). Entre as enzimas de interesse para a industria, as mais empregadas sdo as proteases,
que respondem por 60% do mercado mundial de enzimas.

Bactérias e fungos presentes no solo desempenham uma fungao essencial em varios
ciclos biogeoquimicos sendo responsaveis pela ciclagem de compostos organicos.
Microrganismos do solo influenciam os ecossistemas pela contribui¢do a saude, nutri¢ao das
plantas e a propria quimica do solo e fertilidade (ANBU et al., 2017). Os microrganismos
apresentam uma extensa diversidade genética e desempenham inumeras fungdes nos mais
variados processos dos ecossistemas. Sendo assim ¢ essencial o conhecimento e
aproveitamento dos microrganismos isolados dos mais diferentes ecossistemas naturais. Serd
com isso que um conjunto de aplicacdes antes desconhecidas podem ser descobertas
analisando-se suas vias metabdlicas e consequentemente seus metabolitos que podem conter
moléculas até entdo desconhecidas e que podem ser utilizadas em beneficio da humanidade.

O mercado mundial de enzimas industriais foi estimado em 2016 movimentar 4.61
bilhdes de dodlares e acredita-se que a comercializagdo mundial dessas substancias movimente
aproximadamente 320 milhdes de ddlares anualmente. Tal importancia econdmica justifica o
interesse gerado pela busca de microrganismos capazes de influenciar favoravelmente a
descoberta de processos e produtos de suas vias que envolvam tecnologia de baixo custo
energético e que possuam menor impacto ambiental na sua obten¢do (DIAS e CARVALHO,
2017). As enzimas, principais alvos da busca pelos cientistas, sdo substancias organicas
especificas compostas por polimeros de aminoacidos que atuam como catalisadores no

metabolismo dos seres vivos. Estas proteinas atuam
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em vias biossintéticas nas células vivas e estdo presentes em todos os organismos sejam

plantas ou animais, ou nos mais simples, como formas unicelulares de vida, aos mais
desenvolvidos (GAZZALA et al., 2016).

O desenvolvimento tecnologico mundial avanga cada vez mais no caminho dos
processos biotecnoldgicos, principalmente aqueles catalisados por enzimas de alta eficiéncia,
baixo custo e facilidade de produgdo. Sendo assim, a procura por novas moléculas de
interesse biotecnologico ¢ uma ferramenta atual e necessdria para a descoberta de novos
processos que otimizem a produgdo industrial e acarretem em inovagao para as empresas. Isto
impactaria de modo benéfico diretamente a cadeia produtiva nas mais diferentes areas. O
presente trabalho foi realizado com o objetivo de verificar a presenga de enzimas com
potencial interesse biotecnoldgico industrial dos tipos proteases, amilases, uréases, lipases e
tanases por microrganismos das espécies R. arrhizus, B. licheniformis e G.
stearothermophilus quando submetidos a diferentes temperaturas e tempos de crescimento.
Este tipo de andlise favorece a obten¢do de dados eficientes para uma producdo em larga

escala possibilitando o direcionamento dos fermentadores da linha de producao.

Metodologia

Microrganismos: As linhagens de microrganismos utilizadas foram do fungo filamentoso
Rhizopus arrhizus (WFCC/UCP 402) e das bactérias Bacillus licheniformis (WFCC/UCP
1008) e Geobacillus stearothermophilus (WFCC/UCP 1520) isoladas de substratos de

mangue localizado na cidade de Rio Formoso no litoral sul do estado de Pernambuco — Brasil.
Elas foram obtidas do banco de cultura do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais
(NPCIAMB) da Universidade Catodlica de Pernambuco, o qual ¢ cadastrado no World
Federation Culture Collection-WFCC.

Meios de manutencao: A linhagem do fungo R. arrhizus foi cultivada em meio Sabouraud

Dextrose agar (p/v) peptona 10g, glicose 40g, agar bacterioldgico 15g, dgua destilada 1000ml.
J& as bactérias B. licheniformis e o G. stearothermophilus foram mantidas em agar nutritivo
(p/v) peptona 5g, extrato de carne 3g, cloreto de sddio 1g, adgar bacteriologico 15g, agua
destilada 1000ml. Estas linhagens foram mantidas em temperatura de 5°C, sendo repicadas a
cada 3 meses com o intuito de obter culturas jovens.

Meios para deteccdo enzimadtica: A atividade enzimatica foi determinada em quintuplicata em

meio especifico para detecgao de: proteases (extrato de carne 3g, peptona 5g, agar
bacteriologico 15g, agua destilada 1000 e pH 7,0,
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em 100ml de 4gua destilada com pH 6,0); amilases (extrato de carne 3g, peptona 5g, amido

2g, agar bacteriologico 20g e agua destilada 1000mL em pH 7,0); ureases, camada inferior:
agar bacteriologico 20g, peptona 10g, glicose 40g, dgua destilada 1000ml, solugdo de uréia
50ml (1% p/v) em pH 6,5, camada superior: agar bacteriologico 20g, solu¢ao tampao fosfato
de sodio monobdsico 255ml (2,76% p/v), solugdo tampao fosfato de sodio dibasico 245ml
(5,37% p/v), solugdo uréia 50ml (1% p/v), solugdo de azul de bromotimol 50ml, 4gua
destilada 500ml em pH 6,5; lipases (peptona 10g, cloreto de sédio 5g, cloreto de calcio
bihidratado 0,1g, agar bacteriologico 20g, 10ml de tween 20 (esterilizado em vapor fluente),
agua destilada 1000ml em pH 6,0); e tanases, extrato de malte 30g, dgar bacterioldgico 15g,
acido tanico 0,5% (p/v), agua destilada 1000ml e pH 6,5.

Preparacao da suspensdo microbiana: Para preparagao das suspensdes microbianas foram

obtidas suspensdes esporicas de 10° esporos/ml a partir de culturas jovens de R. arrhizus
crescidas em Sabouraud (28°C/168h); e suspensdo bacteriana de 10 CFU/ml a partir de
culturas jovens de B. licheniformis e G. stearothermophilus crescidas em agar nutritivo
(30°C/24h). Posteriormente, 50ul das suspensdes microbianas foram inoculadas em furo com
diametro de 6mm no centro das placas contendo 20ml dos meios de cultura especificos para
detecgdo enzimatica.

Determinacdo da atividade enzimatica: apds a inoculagdo das solu¢des microbianas as placas

foram incubadas a 28°, 37° € 45°C. A estimativa visual dos halos de atividade enzimatica foi
realizada em intervalos de tempo de 24, 48 e 72h.

Atividade Proteolitica: gelatina foi usada para avaliar a atividade proteolitica. Para melhor

visualizacdo do halo, apés as 72 h de incubagdo, a superficie das placas foi coberta com

solugdo reveladora de iodo (0,1N). Atividade Amilolitica: a habilidade de degradar amido foi

usada como critério para determinagdo da produgdao de enzimas amiloliticas. Apos 72 h de
incubacgdo a 28, 37 e 45° C, as placas foram reveladas com iodo e a atividade amilolitica

avaliada pela zona clara ao redor da colonia. Atividade Urealitica: a detec¢do da enzima

urease foi confirmada pela mudanga do pH e cor do meio, de verde para amarelo. Atividade
Lipolitica: ap6s 72 h de incubacao a 28, 37 e 45°C o halo de degradagdao do Tween 20 foi
evidenciado pela revelacdo das placas com iodo e a atividade lipolitica avaliada pela zona

clara ao redor da colonia. Atividade Tanalitica: apés 72 h de incubagdo a 28, 37 e 45°C

deveria ser observada a degradacdo do 4cido tanico e a clarificacdo do meio ao redor da

colonia.
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Resultados e Discussoes

PROTEASES

As proteases sdo importantes enzimas, utilizadas na industria alimenticia, téxtil,
farmacéutica e de detergentes (SINGH et al, 2016). Os resultados obtidos demonstraram a
habilidade dos microrganismos testados em crescer nas diferentes temperaturas para o meio
de cultura contendo gelatina como fonte de carbono adicional (Tabela 1), contudo foi
observada a incapacidade dos microrganismos em produzir proteases de forma eficiente nas
condicdes avaliadas (Figura 1). Isto foi verificado pela ndo formacdo de halos nas placas
analisadas apesar do crescimento observado.

Tabela 1: Média das quintuplicatas do indice de crescimento microbioldgico para todos os
meios testados apos 72 horas de incubagao.

PROTEASES AMILASES UREASES LIPASES TANASE
Organismas 180C  378C 458C 282C 37°C 458C 28°C 37°C 458C 2B°C 3veC 458C 28%C 378C 458C
Rhizopus amhizus SRS . t S " ST L N

Bocllus ficheniforms 2+ 3% 3 X ¥ # ¥ ¥ B I+ It
Gsteorothemophis 1+ 1+ 3 M4 4 X ¥ 0¥ 0B 4 I+ 1+

1+ = Baixo Crescimento, 2+ = Médio Crescimento, 3+ = Alto Crescimento.

Visualizacdo indicativa da atividade enzimatica entre os organismos
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Figura 1. Visao geral com comparagao indicativa global do crescimento e das atividades
enzimaticas dos microrganismos testados para todas as enzimas analisadas no tempo de 72h.
Indice de Atividade: H1 = Baixa atividade, H2 = Média atividade, H3 = Alta atividade.
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Esperava-se que o G. stearothermophilus por ser uma linhagem termofilica, ou seja,
organismo que apresenta maior afinidade metabdlica por altas temperaturas apresentaria
melhor taxa de crescimento na temperatura de 45°C chegando a niveis 3+ que foram
considerados como de alto crescimento. O fato de ele ser um organismo termofilico pode ter
influenciado o seu baixo crescimento, em niveis 1+, nas temperaturas de 28° e 37°C.
Diferentemente do Bacillus que foi mais estavel apresentando niveis de crescimento mais
uniformes para todas as enzimas e temperaturas testadas. Mas isso tudo pode ser resultado de
uma interacao entre a capacidade de crescimento em certa temperatura e a disponibilidade do
nutriente especifico. Apods 72h o fungo R. arrhizus apresentou alto crescimento 3+
principalmente nas temperaturas de 28 °C e 37 °C, demonstrando uma adaptabilidade mais
estreita quando se refere a temperatura, diferentemente das bactérias estudadas que cresceram
nas 3 temperaturas, com exce¢ao apenas no meio para producao de tanases. Shiozaki et al.
(2008) descreveram o crescimento de R. arrhizus em meio de cultura contendo pireno como
fonte adicional de carbono. O seu crescimento em diferentes condi¢gdes de temperatura pode
fazer dela uma 6tima opgao para o cultivo em larga escala principalmente se for de enzimas
do tipo ureases. Assim como o R. arrhizus, as bactérias apresentaram crescimento celular do
tipo 3+, em temperaturas variando de 37°C a 45°C, sendo descrita previamente a grande
capacidade de crescimento desses microrganismos em condi¢des desfavoraveis de fonte de
carbono (VASCONCELOS et al, 2009).

Os halos transparentes de degradacao da gelatina, presente como unica fonte de
carbono, ndo foram distinguiveis em nenhuma placa de crescimento analisada apesar do
crescimento dos microrganismos. Este fato pode ter sido devido a inabilidade dos
microrganismos testados em degradar tal composto durante o periodo de 72h, estando o
crescimento celular relacionado com a capacidade dos microrganismos em utilizar
metabolicamente as outras substdncias presentes no meio de cultura em detrimento da
utilizagdo do indicador (gelatina). Também ¢ sugerido que os microrganismos avaliados
possam ter degradado de forma bastante suave a gelatina, o que tornou dificil a identificagdo
dos halos que comprovariam a presenga de proteases. Na literatura, a produgdo de proteases
vem sendo descrita para diferentes microrganismos (NASCIMENTO e MARTINS, 2004;
NAJAFTI et al., 2005; FERRACINI-SANTOS e SATO, 2009; SANGEETHA et al., 2010).
Havendo a descri¢do do uso de amido, glicose e caseina como fontes principais de carbono, e
nitrato de amonio e extrato de levedura como fontes de nitrogénio. Sendo sugeridos testes

adicionais em presenca de diferentes fontes de
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carbono e nitrogénio para confirmar a ndo producdo de proteases pelos microrganismos
testados.
AMILASES

Na diversa gama de enzimas existentes as amilases apresentam grande importancia
para a biotecnologia com um amplo campo de aplicacdes. Na industria de alimentos sdo
empregadas na liquefagdo do amido para a obtencdo de glicose, em produtos de panificacdo,
em cervejarias e bebidas fermentadas, em cereais para alimentacgao infantil como também sao
aplicadas na ragao animal.

Os resultados de crescimento para as placas de teste de amilases demonstraram que R.
arrhizus apresentou crescimento de nivel 3+ nas temperaturas de 28 e 37°C mas ndo
apresentou crescimento a 45°C. Diferentemente das bactérias B. licheniformis que aumentou
de nivel 2+ para 3+ e G. stearothermophilus que aumentou de 1+ para 2+ entre 37° e 45°C,
respectivamente (Tabela 1).

As amilases estdo entre as mais importantes enzimas (GOPINATH et al., 2017). A
presenca de amilase observada no crescimento de B. licheniformis, corrobora com a literatura
que descreve esse microrganismo como grande produtor de amilases comerciais
(RODRIGUEZ et al., 2006). A nao produgdo de amilase por R. arrhizus, em nenhuma das
condicdes avaliadas sugere que sejam testadas outras fontes de carbono como indutoras da
producdo da respectiva enzima, visto que em trabalho de Moreira et al, (2001) foi induzida a
producdo de amilase por Aspergillus sp. em meio contendo a-metil-D-glucosideo, um analogo
sintético da maltose. Embora tenham sido descritas bactérias termofilicas produtoras de
amilases (GORLACH-LIRA e COUTINHO, 2007), para as condi¢des avaliadas B.
licheniformis e G. stearothermofilus nao foram capazes de degradar o amido a temperatura de
45°C. Sugerindo que para que estas bactérias expressem amilases eficientemente seja
preferivel a incubagao em temperaturas abaixo de 45°C.

UREASES

As ureases sdo enzimas que catalisam a hidrolise do nitrogénio em compostos de
amonia, utilizando a uréia e substratos protéicos de baixo peso molecular. Tem grande
importancia na agricultura sendo muito utilizada em processos envolvendo o aumento da
fertilizacdo em solos ricos contendo diversos minerais.

Na Tabela 1 ¢ observada a prevaléncia de alto crescimento de todos os isolados nas
diferentes condi¢des analisadas, demonstrando a capacidade de utilizagdo da uréia como tnica

fonte de nitrogénio. O R. arrhizus a 45°C nao
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apresentou crescimento, sendo sugerida que a capacidade de R. arrhizus em degradar uréia,

como fonte de nitrogénio seja dependente da temperatura de incubagdo. Devido a essa
caracteristica ¢ recomendado temperaturas inferiores a 45°C para processos de otimizagao da
producdo de ureases por R. arrhizus (WFCC/UCP 402). A literatura descreve a influéncia de
fatores ambientais na producao de urease por fungos (PAULA et al, 2006; CERCIANI et al,
2008; PUPIN et al, 2009). O G. stearothermophilus apresentou crescimento do tipo 2+ a
temperatura de 28°C que pode ter sido devido ao seu menor rendimento metabdlico estar
associado a temperaturas mais baixas (SANTOS FILLHO e PENA, 2003). Adicionalmente a
estes resultados pode-se sugerir que a presenga de glicose como fonte de carbono do meio de
cultivo para os testes de presenga de ureases foi a melhor op¢do para a promog¢do do
crescimento celular, quando comparado com a composi¢ao dos meios de cultura utilizados
para os testes de producao de proteases, amilases, lipases e tanases.

Para as bactérias B. licheniformis e o G. stearothermophilus as temperaturas que
apresentaram melhores resultados para a producdo de ureases foram de 37 e 45°C, sendo
observada média atividade, enquanto que a 28°C foi observada baixa atividade enzimatica
(Figura 1).

LIPASES

De outro modo, as lipases sdo enzimas que sdo usadas em industrias quimicas e de
cosméticos, farmacéuticas, industrias de produ¢do de papel e celulose. Na industria téxtil as
lipases atuam na fiagdo dos tecidos, na quimica ela melhora a absorcao de tintas sintéticas,
apresentam solubilidade em agua, contudo catalisam reacdes que possuem substratos
lipofilicos.

Para as condi¢des avaliadas ndo foi observado crescimento micelial de R. arrhizus e
foi observado baixo crescimento para B. licheniformis e G. stearothermophilus, sendo
sugerida dificuldade desses microrganismos em degradar Tween 20, adicionado ao meio de
cultura como tUnica fonte de carbono. Embora seja sugerida a producdo de lipases por B.
licheniformis a temperatura de 40°C (SANGEETHA et al., 2010), no presente estudo o
isolado apenas apresentou produgdo de lipase a 28°C, embora tenha havido alto crescimento
celular a 45°C (Tabela 1).

Para esta enzima os halos de degradagdo revelados pelo iodo foram unicamente de
nivel H2 (média atividade). Em trabalho de Kumari et al. (2009) ¢ sugerido o tamanho do
in6culo como fator importante para uma grande producao de lipase. Para B. licheniformis a

producdo de lipase apenas ocorreu a 28°C e para G.
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stearothermophilus a producdo de lipase pdde ser observada em todas as temperaturas

avaliadas durante o experimento. Nawani et al. (2006) descreve bactérias termofilicas da
familia Bacillaceae como produtoras de lipase em temperaturas Otimas de 60°C, sendo
sugerido avaliar a atividade da lipase produzida pelo isolado G. stearthermophilus em
temperaturas acima de 45°C.
TANASES

As tanases sdo enzimas que t€m a fun¢do de hidrolisar ésteres de taninos produzindo
acido galico e glicose. As maiores aplica¢des destas enzimas sdo na produgao de acido galico,
no processamento da cerveja e nos processos de clarificagdo de sucos e chés instantaneos
atuando ainda no tratamento de efluentes contaminados com compostos fenolicos

Os microrganismos testados nao cresceram no meio utilizado para os testes de
producdo enzimatica de tanases, mesmo ampliando o periodo de crescimento para 120h.
Consequentemente ndo se fez presente nenhum halo de degradacdo sendo sugerido que os
microrganismos testados ndo foram capazes de utilizar o 4cido tanico como fonte de carbono.
Isto pode ter sido devido a composi¢ao do meio utilizado, sendo este o inico meio a possuir
extrato de malte e acido tdnico em sua composi¢ao que de alguma forma pode ter influenciado
na viabilidade dos indculos realizados. A literatura descreve diferentes linhagens de
Aspergillus e Penicilium (PINTO et al., 2001; COSTA et al., 2008; MATA-GOMEZ et al.,
2009), Lactobacillus plantarum (CURIEL et al., 2010), Serratia sp. (BELUR et al., 2010) e
Bacillus licheniformis (MONDAL e PATI 2000; MOHAPATRA et al., 2009) como
produtoras de tanases, contudo as cepas de isolados utilizados no presente trabalho nao foram

capazes de produzir tanases nas condi¢des experimentais (Figura 1).

Conclusoes

Os isolados  Rhizopus  arrhizus, Bacillus licheniformis, e Geobacillus
stearothermophilus demonstraram serem indicados para testes adicionais de potencial
produgdo biotecnologica em larga escala de amilases, ureases e lipases. Por outro lado, ndo se
deve esperar muito beneficio industrial na producao de proteases e tanases, visto que nao foi
observada a presencga de halos de degradacdo para estas enzimas. O Rhizopus arrhizus deve
gerar melhor producdo de ureases, o Bacillus licheniformis deve ser utilizado na producdo de
amilases e ureases e o Geobacillus stearothermophilus na produgdo de ureases e lipases. Dito
isto, ¢ importante ressaltar a competéncia destes organismos em produzir certos tipos de

enzimas que possuem interesse industrial para estudos

futuros. (83) 3322.3222
contato@conapesc.com.br
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