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APRESENTACAO

Dentre os diversos microrganismos existentes, uma classe peculiar é a dos
fungos, pois possuem uma diversidade de caracteristicas unicas que refletem em seu
modo de vida, nas suas interacdes e na sua aplicabilidade. Para se ter uma ideia ja
foram identificados cerca de 120.000 espécies de fungos das quais a grande maioria
ainda é um vasto campo de estudo para os micologistas e biotecndlogos.

Consideramos como micologia o estudo de microrganismos que possuem
aspectos leveduriformes e/ou filamentos assim denominados fungos. Trata-se
portanto de uma area de estudo ampla que atria diversos pesquisadores em diferentes
campos cientificos, tecnologicos e industriais. O Brasil € uma referéncia em se tratando
de estudos em micologia, principalmente 0 que onhecemos como micologia médica,
tanto pelos pesquisadores precursores quanto pela nova geragdo armada com as
evolucdes biotecnoldgicas e moleculares. Entre os pais da micologia médica brasileira
destacamos Adolf Lutz em 1908 seguido por Alfonso Splendore e Floriano Paulo de
Almeida na identificagcdo do Paracoccidioides brasiliensis, além de Alberto Thomaz
Londero, Olga Fischman Gompertz e principalmente o professor Carlos da Silva Lacaz
com seu “Tratado de micologia médica” de 2002.

O uso de estratégias biotecnologicas tem sido primordial na pesquisa com
fungos. A vasta diversidade fungica apresenta grande potencial, principalmente
associada a estudos de aplicagdes biotecnolégicas, como no campo ambiental,
farmacéutico, industrial, agricola, alimenticio, genémico dentre outros.

Sinto-me muito feliz por ver a obra “Principais Grupos e Aplicac6es Biotecnoldgicas
dos Fungos” publicada pela editora Atena, em primeiro lugar por saber do potencial
da micologia e em segundo por evidenciar essa area tao importante para o cenario
brasileiro e para um pais que tem inumeras possibilidade de evoluir nos estudos
biotecnoldgicos aplicados aos fungos. Como pesquisador da area desejo que esse
primeiro volume seja uma fagulha que desperte o interesse dos académicos e que
atraia pesquisadores da micologia médica e areas correlatas para publicacéao de novos
volumes com esse foco.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 7

ANALISE DA PRODUCAO DE PROTEASES,
AMILASES, UREASES, LIPASES E TANASES POR
FUNGOS E BACTERIAS ISOLADAS DE AREA
COSTEIRA DO NORDESTE DO BRASIL

Igor Luiz Vieira de Lima Santos
Universidade Federal de Campina Grande,
Unidade Académica de Biologia e Quimica

Cuité-Paraiba
Mykaella Joyce Silva de Araujo

Universidade Federal de Campina Grande,
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Amanda Geovana Pereira de Araujo

Universidade Federal de Campina Grande,
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Cuité-Paraiba

Carliane Rebeca Coelho da Silva
EMBRAPA-CNPA, Departamento de

Melhoramento Genético Molecular

Campina Grande-Paraiba

RESUMO: Microrganismos presentes nos
mais diversos ambientes representam uma
fonte atrativa de enzimas. As proteinas
microbianas tém uma maior vida util e podem
ser armazenadas durante semanas sem
perda significativa de atividade. As enzimas
produzidas como metabdlitos por bactérias
ou fungos séo potencialmente aplicaveis nas
mais diversas areas industriais de producéao
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ou transformacéo. Isto se da devido a catélise
biolégica de processos de interesse comercial
eficientemente e é nesse contexto que reside a
importancia da busca por novas possibilidades
biologicas. Este trabalho teve como objetivo
analisar a producdo de proteases, amilases,
ureases, lipases e 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 producédo dessas
enzimas em meios de cultura especificos em
variadastemperaturasetemposdeamostragens.
Os resultados obtidos demonstraram que
nas condicdes de temperaturas empregadas
nenhum dos trés isolados produziu proteases e
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, o R. arrhizus deve gerar
melhor producéo de ureases, o B. licheniformis
deve ser utilizado na producdo de amilases e
ureases e o G. stearothermophilus na produgao
de ureases e lipases. Os resultados obtidos
demonstram o potencial dos microrganismos
estudados em produzir enzimas de interesse
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industrial.
PALAVRAS-CHAVE: microrganismos, producéo enzimatica, bactérias, fungos.

PRODUCTION ANALYSIS OF THE PROTEASES, AMYLASES, UREASES, LIPASES
AND TANASES BY FUNGAL AND BACTERIA ISOLATED FROM THE NORTHEAST
BRAZIL

ABSTRACT: Microorganisms present in the most diverse environments represent an
attractive source of enzymes. Microbial proteins have a longer shelf life and can be
stored for weeks without significant loss of activity. Enzymes produced as metabolites
by bacteria or fungi are potentially applicable in the most diverse industrial areas
of production or processing. This is due to the biological catalysis of processes of
commercial interest efficiently and it is in this context that lies the importance of the
search for new biological possibilities. The objective of this work was to analyze the
production of proteases, amylases, ureases, lipases and tanases by Rhizopus arrhizus
(WFCC / UCP 402) and Bacillus licheniformis (WFCC / UCP 1008) and Geobacillus
stearothermophilus (WFCC / UCP 1520) bacteria that were isolated from mangroves
in the city of Rio Formoso in the southern coast of Pernambuco-Brazil. These strains
were subjected to production tests of these enzymes in specific culture media at varying
temperatures and sampling times. The results showed that under the temperature
conditions employed none of the three isolates produced proteases and tanases
efficiently at any sampling time, but all produced ureases at different levels and higher
efficiency in R. arrhizus. Amylases and lipases were produced only by bacterial strains.
Thus, R. arrhizus should generate better ureases production, B. licheniformis should
be used for amylase and ureases production and G. stearothermophilus for ureases
and lipases production. The obtained results demonstrate the potential of the studied
microorganisms in producing enzymes of industrial interest.

KEYWORDS: microorganisms, enzyme production, bacteria, fungi.

11 INTRODUGCAO

Existe um clamor social por atividades produtivas sustentaveis valorizando
assim a producao de insumos e processos quimicos que demandem matéria prima
renovavel. Neste ponto que se insere a utilizacdo de microrganismos capazes de
processos bioquimicos mais eficientes e que favorecam a produg¢ao em larga escala de
insumos metabdlicos 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 e aumentando a sua eficiéncia.
Neste contexto existe o favorecimento da utilizacdo de matérias primas renovaveis por
tecnologias de biotransformacéo e biocatélise. Estas tecnologias ja sao realidade nas
industrias, mas a pesquisa continuada favorece o aparecimento de novos processos e
novas oportunidades de mercado. Sua implementacéo resulta em produtos de maior
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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 producéo e otimizacdo da obtengdo 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 reducao do tempo de processamento, baixo consumo de energia, custo-beneficio,
caracteristicas nao-toxicas e ecoldgicas. Enzimas microbianas sao capazes de
degradar compostos quimicos toxicos de residuos industriais e domésticos (compostos
fendlicos, nitrilos, aminas, etc.) por degradacdo ou conversao (SINGH et al., 2016).
Entre as enzimas de interesse para a industria, as mais empregadas sao as proteases,
que respondem por 60% do mercado mundial de enzimas.

Bactérias e fungos presentes no solo desempenham uma funcédo essencial
em varios ciclos biogeoquimicos sendo responsaveis pela ciclagem de compostos
organicos. Microrganismos do solo influenciam os ecossistemas pela contribuicéo
a saude, nutricdo das plantas e a propria quimica do solo e fertilidade (ANBU et
al., 2017). Os microrganismos apresentam uma extensa diversidade genética e
desempenham inumeras fun¢gées nos mais variados processos dos ecossistemas.
Sendo assim é essencial o conhecimento e aproveitamento dos microrganismos
isolados dos mais diferentes ecossistemas naturais. Sera com isso que um conjunto
de aplicagdes antes desconhecidas podem ser descobertas analisando-se suas vias
metabdlicas e consequentemente seus metabdlitos 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 dblares e acredita-se que a comercializacdo mundial dessas substancias
movimente aproximadamente 320 milhdes de doblares 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
gue envolvam tecnologia de baixo custo energético e que possuam menor impacto
ambiental na sua obtencéo (DIAS e CARVALHO, 2017). As enzimas, principais alvos
da busca pelos cientistas, sdo substéncias organicas especificas compostas por
polimeros de aminoacidos que atuam como catalisadores no metabolismo dos seres
vivos. Estas proteinas atuam em vias biossintéticas nas células vivas e estao 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 tecnoldgico mundial avanga cada vez mais no caminho dos
processos biotecnoldgicos, principalmente aqueles catalisados por enzimas de alta
eficiéncia, baixo custo e facilidade de producdo. Sendo assim, a procura por novas

Principais Grupos e Aplicagdes Biotecnologias dos Fungos Capitulo 7



moléculas de interesse biotecnoldgico é uma ferramenta atual e necessaria para a
descoberta de novos processos que otimizem a producgao industrial e acarretem em
inovacao 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 presenca de enzimas com potencial interesse biotecnologico 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 analise favorece a
obtencédo de dados eficientes para uma producdo em larga escala possibilitando o
direcionamento dos fermentadores da linha de producéo.

2| 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 Catélica de Pernambuco, o qual
é cadastrado no World Federation Culture Collection-WFCC.

Meios de manutencao

Alinhagem do fungo R. arrhizus foi cultivada em meio Sabouraud Dextrose agar
(p/v) peptona 10g, glicose 40g, agar bacteriolégico 15g, agua destilada 1000ml. Ja as
bactérias B. licheniformis e o G. stearothermophilus foram mantidas em agar nutritivo
(p/v) peptona 5g, extrato de carne 3g, cloreto de sédio 1g, agar bacterioldgico 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 deteccao enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada em quintuplicata em meio especifico
para deteccdo de: proteases (extrato de carne 3g, peptona 5g, agar bacteriol6gico
15¢g, dgua destilada 1000 e pH 7,0, adicionado de uma solu¢do de gelatina de 5g
diluida em 100ml de agua destilada com pH 6,0); amilases (extrato de carne 3g,
peptona 5g, amido 2g, agar bacterioldégico 20g e agua destilada 1000mL em pH 7,0);
ureases, camada inferior: agar bacteriologico 20g, peptona 10g, glicose 40g, agua
destilada 1000ml, solugéo de uréia 50ml (1% p/v) em pH 6,5, camada superior: agar
bacteriologico 20g, solu¢ao tampéo fosfato de s6dio monobéasico 255ml (2,76% p/v),
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solucéo tampao fosfato de sddio dibasico 245ml (5,37% p/v), solugéo uréia 50ml (1%
p/v), solucédo de azul de bromotimol 50ml, agua destilada 500ml em pH 6,5; lipases
(peptona 10g, cloreto de sddio 5g, cloreto de calcio bihidratado 0,1g, &gar bacteriolégico
20g, 10ml de tween 20 (esterilizado em vapor fluente), agua destilada 1000ml em pH
6,0); e tanases, extrato de malte 30g, agar bacteriolégico 15g, acido tanico 0,5% (p/v),
agua destilada 1000ml e pH 6,5.

Preparacao da suspensao microbiana

Para preparacao das suspensdes microbianas foram obtidas suspensées
esporicas de 108 esporos/ml a partir de culturas jovens de R. arrhizus crescidas em
Sabouraud (28°C/168h); e suspensado bacteriana de 108 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 didametro de 6mm no centro das placas contendo 20ml dos meios de cultura
especificos para deteccao enzimatica.

Determinacao da atividade enzimatica

Apoés a inoculagao das solugdées microbianas as placas foram incubadas a 28°,
37° e 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 visualizagdo do halo, apds as 72 h de incubacgéao, a superficie das placas
foi coberta com solucao reveladora de iodo (0,1N).

Atividade Amilolitica: a habilidade de degradar amido foi usada como critério
para determinacdo da producéo de enzimas amiloliticas. Apds 72 h de incubacgao a
28, 37 e 45° C, as placas foram reveladas com iodo e a atividade amilolitica avaliada
pela zona clara ao redor da coldnia.

Atividade Urealitica: a detec¢do da enzima urease foi confirmada pela mudanca
do pH e cor do meio, de verde para amarelo.

Atividade Lipolitica: apds 72 h de incubacéao a 28, 37 e 45°C o halo de degradacéao
do Tween 20 foi evidenciado pela revelacao das placas com iodo e a atividade lipolitica
avaliada pela zona clara ao redor da colénia.

Atividade Tanalitica: apds 72 h de incubacgéo a 28, 37 e 45°C deveria ser observada
a degradacao do acido tanico e a clarificacdo do meio ao redor da colénia.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Proteases

As proteases sao importantes enzimas, utilizadas na industria alimenticia,
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téxtil, farmacéutica e de detergentes (SINGH et al, 2016). Os resultados obtidos
demonstraram a habilidade dos microrganismos testados em crescer nas diferentes
temperaturas para o0 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 condi¢cdes avaliadas (Figura 1). Isto foi
verificado pela ndo formacao de halos nas placas analisadas apesar do crescimento

observado.
PROTEASES AMILASES UREASES LIPASES TANASE
Organismos 28°C 37°C 459C 28°C 37°C 458C 28°C 370C 45°C 28°C 37°C 45°C 28°C 37°C 4seC
Rhizopus arhizus L TR T O A (R

Bocilus licheniformis 2+ 3+ 3 % B B M M #1414 0B
Gsteorothermophilus 1+ 1+ # 1+ + 0¥ W B ¥ 1+ 1+ 4

Tabela 1: Média das quintuplicatas do indice de crescimento microbiolégico para todos os meios
testados ap6s 72 horas de incubagéo.

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

Visualizagdo indicativa da atividade enzimatica entre os organismos

35

25

15

indice de Atividade

0,5

282C | 37°C | 45°C | 2B°C | 37°C | 45°C | 28e2C | 37°C | 45°C | 28eC | 37°C | 45°C | 282C | 37°C | 45=C

PROTEASES AMILASES UREASES LIPASES TANASES

m Rhizopus arrhizus m Bacillus licheniformis  m Geobacillus stearothermophilus

Figura 1. Vis@o geral com comparacéo 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.

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 terinfluenciado o seu baixo crescimento, emniveis 1+, nastemperaturas
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 interac&o entre a capacidade de crescimento em certa
temperatura e a disponibilidade do nutriente especifico. Apés 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
excecao 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 condicbes de temperatura
pode fazer dela uma 6tima opgédo 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
condicoes desfavoraveis de fonte de carbono (VASCONCELOS et al, 2009).

Os halos transparentes de degradacéo 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 substancias presentes no meio
de cultura em detrimento da utilizagdo do indicador (gelatina). Também é sugerido
que os microrganismos avaliados possam ter degradado de forma bastante suave a
gelatina, o que tornou dificil a identificacdo dos halos que comprovariam a presenca de
proteases. Na literatura, a producao de proteases vem sendo descrita para diferentes
microrganismos (NASCIMENTO e MARTINS, 2004; NAJAFI et al., 2005; FERRACINI-
SANTOS e SATO, 2009; SANGEETHA et al., 2010). Havendo a descricao do uso de
amido, glicose e caseina como fontes principais de carbono, e nitrato de amdnio e
extrato de levedura como fontes de nitrogénio. Sendo sugeridos testes adicionais em
presenca de diferentes fontes de carbono e nitrogénio para confirmar a ndo producéo
de proteases pelos microrganismos testados.

Amilases

Na diversa gama de enzimas existentes as amilases apresentam grande
importéancia para a biotecnologia com um amplo campo de aplicagdes. Na industria
de alimentos sdo empregadas na liquefagcdo do amido para a obtencdo de glicose,
em produtos de panificacdo, em cervejarias e bebidas fermentadas, em cereais para
alimentacao infantil como também séo aplicadas na ragcéo 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 nao apresentou crescimento a 45°C. Diferentemente das bactérias B. licheniformis
gue 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 estéo entre as mais importantes enzimas (GOPINATH et al., 2017).
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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 ndo producéo de amilase por R. arrhizus, em
nenhuma das condicdes avaliadas sugere que sejam testadas outras fontes de carbono
como indutoras da producéo da respectiva enzima, visto que em trabalho de Moreira
et al, (2001) foi induzida a producéao 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¢cdes 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 incubacdo em temperaturas
abaixo de 45°C.

Ureases

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

Na Tabela 1 é observada a prevaléncia de alto crescimento de todos os isolados
nas diferentes condicbes analisadas, demonstrando a capacidade de utilizacéo
da uréia como unica fonte de nitrogénio. O R. arrhizus a 45°C ndo apresentou
crescimento, sendo sugerida que a capacidade de R. arrhizus em degradar uréia,
como fonte de nitrogénio seja dependente da temperatura de incubacao. Devido a
essa caracteristica é recomendado temperaturas inferiores a 45°C para processos
de otimizagédo da producao de ureases por R. arrhizus (WFCC/UCP 402). A literatura
descreve a influéncia de fatores ambientais na produc¢ao 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 presenca de glicose como fonte de carbono do meio de cultivo para os testes
de presenca de ureases foi a melhor opcéo para a promog¢éo do crescimento celular,
quando comparado com a composicao dos meios de cultura utilizados para os testes
de producéao de proteases, amilases, lipases e tanases.

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

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

Para as condi¢cbes avaliadas nao 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 Unica fonte de carbono.
Embora seja sugerida a producao de lipases por B. licheniformis a temperatura de
40°C (SANGEETHA et al., 2010), no presente estudo o isolado apenas apresentou
producéo de lipase a 28°C, embora tenha havido alto crescimento celular a 45°C
(Tabela 1).

Para esta enzima os halos de degradacéo revelados pelo iodo foram unicamente
de nivel H2 (média atividade). Em trabalho de Kumari et al. (2009) é sugerido o tamanho
do inéculo como fator importante para uma grande producdo de lipase. Para B.
licheniformis a producéo de lipase apenas ocorreu a 28°C e para G. stearothermophilus
a producdo de lipase péde 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 6timas 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 tém a funcdo de hidrolisar ésteres de taninos
produzindo acido gélico e glicose. As maiores aplicacdes destas enzimas sédo na
producéao de acido galico, no processamento da cerveja e nos processos de clarificacéo
de sucos e chas instantaneos atuando ainda no tratamento de efluentes contaminados
com compostos fendlicos

Os microrganismos testados ndo cresceram no meio utilizado para os testes de
producdo enzimatica de tanases, mesmo ampliando o periodo de crescimento para
120h. Consequentemente nao se fez presente nenhum halo de degradacédo sendo
sugerido que os microrganismos testados nao foram capazes de utilizar o acido tanico
como fonte de carbono. Isto pode ter sido devido a composi¢cao do meio utilizado,
sendo este 0 Unico meio a possuir extrato de malte e acido tédnico em sua composicéao
gue de alguma forma pode ter influenciado na viabilidade dos inéculos realizados. A
literatura descreve diferentes linhagens de Aspergillus e Penicilium (PINTO et al., 2001;
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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
condicbes experimentais (Figura 1).

41 CONCLUSOES

Os isolados Rhizopus arrhizus, Bacillus licheniformis, e Geobacillus
Stearothermophilus demonstraram serem indicados para testes adicionais de
potencial producao biotecnolégica em larga escala de amilases, ureases e lipases. Por
outro lado, néo se deve esperar muito beneficio industrial na producéo de proteases e
tanases, visto que ndo foi observada a presenca de halos de degradacédo para estas
enzimas. O R. arrhizus deve gerar melhor producéo de ureases, o B. licheniformis
deve ser utilizado na producao de amilases e ureases e o G. stearothermophilus na
producao de ureases e lipases. Dito isto, é importante ressaltar a competéncia destes
organismos em produzir certos tipos de enzimas que possuem interesse industrial
para estudos futuros.
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