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RESUMO

A geragdo de residuos agroindustriais constitui um dos maiores problemas
enfrentados pelas industrias processadoras de alimentos, devido aos problemas
ambientais oriundos do descarte destes produtos. O soro de leite, agua de
maceracado de milho e melago de cana de agucar, sdo exemplos destes residuos,
que podem ser aproveitados como substratos biotecnoldgicos, para a produgao de
varios compostos importantes para a industria, incluindo as enzimas. As proteases
constituem um dos mais importantes grupos de enzimas industriais, representando
aproximadamente 60% do total de enzimas comercializadas no mundo. O uso de
substratos de baixo custo, como os residuos agroindustriais, pode ser uma
alternativa para reduzir os custos de sua produgao. Neste contexto, esse trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de otimizar a produgédo de proteases por Bacillus sp
SMIA-2, a partir de um meio de cultura de baixo custo. Para tal o crescimento e a
atividade de protease foi avaliada através do cultivo microrganismo em um meio
contendo proteina do soro de leite, agua de maceragao de milho, melago e caldo de

cana.

O Bacillus sp SMIA-2 cresceu e secretou proteases quando cultivado num
meio contendo agua de maceracao de milho e proteinas do soro de leite. As
melhores concentracbes da agua de maceragao de milho e da proteina do soro
foram 0,2% e 0,1% respectivamente. A producido maxima da protease foi observada
com 24 horas de crescimento com niveis de 57 U/mgPTN. Estudos sobre a
caracterizagao da protease revelaram que a enzima mostrou uma atividade
crescente entre 400C e 700C, onde a atividade atingiu o seu valor maximo. Acima
de 700C ocorreu uma reducgao na atividade da enzima e a 90°C e 1000C a protease
perdeu cerca de 58% e 77% de sua atividade, respectivamente. Quanto a
estabilidade térmica da protease foi observado que esta enzima reduziu sua
estabilidade em temperaturas maiores que 60 °C. O pH é6timo da enzima foi 8,0

Acima deste valor, foi observada uma reducdo na atividade da enzima.
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1.0. INTRODUCAO

As enzimas s&o catalisadores biolégicos muito conhecidos. Por executarem
uma série de reagdes quimicas sdo extensivamente explorados pela industria de
base biotecnoldgica.

A substituicdo de agentes quimicos perigosos por enzimas, tem despertado
um grande interesse das industrias, uma vez que ndo causam agressao ao meio
ambiente. Além de minimizarem os problemas ambientais, trabalham em condicbes
amenas, podem ser utilizadas no tratamento de residuos biolégicos e séao
biodegradaveis (Nascimento, 2003).

As proteases constituem um dos mais importantes grupos de enzimas
industriais, representando aproximadamente 60% do total de enzimas
comercializadas no mundo (Rao et al., 1998). Estdo entre o grupo mais importante
sob o ponto de vista biotecnoldégico com participagao importante e indispensavel em
muitos processos industriais tais como na industria farmacéutica, de alimentos e de
detergentes.

Uma protease produzida por Bacillus cereus apresentou excelente
estabilidade em detergentes, mantendo cerca de 80% de estabilidade apos 1 hora
de incubacido a 40 e 50°C (Banik e Prakash, 2004), enquanto que uma protease
produzida por Bacillus sp., manteve mais de 80% e 65% de atividade apds 30
minutos de incubagdo em presenga de alguns detergentes (Nascimento e Martins,
2006). Resultado semelhante foi encontrado por Carvalho et al., (2006) quando
estudou o efeito dos detergentes na atividade da a-amilase de Bacillus sp.. Os
resultados mostraram que a atividade da enzima aumentou quando foi incubada na
presenca de diferentes marcas de detergentes.

Enzimas de microrganismo termofilicos tém recebido consideravel atencao
da industria por causa de suas caracteristicas especiais, como estabilidade térmica e
alta estabilidade as mudancas de pH. Por isso, podem ser usadas em diversos
processos industriais, nos quais, substituem as enzimas produzidas por
microrganismos mesofilicos ou produtos quimicos. As principais vantagens do uso
dessas enzimas em processos conduzidos a altas temperaturas sdo: reducédo do
risco de contaminagao microbiana, menor viscosidade — a maior parte dos reagentes

torna-se mais soluvel, difundindo-se mais rapidamente e assim permitindo que

2
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concentragdes maiores desses compostos possam ser utilizadas; aumento da taxa
de transferéncia de massa e da solubilidade dos substratos.

A resisténcia térmica é considerada um dos mais importantes critérios de
aplicagao industrial desta enzima, pois muitos dos processos em que a mesma €
utilizada, requer o uso de elevadas temperaturas (kumar e Takagy, 1999).

Alguns microrganismos produzem uma quantidade limitada de enzimas
dificultando sua aplicagdo industrial, porém, na maioria dos casos, adotando-se
métodos simples como a utilizagdo de residuos agroindustriais para o crescimento
de um meio de cultura especifico e otimizado, €& possivel aumentar
significativamente o rendimento enzimatico.

Estima-se que por volta de 30-40% do custo envolvido na producédo de
enzimas esta selecionado ao meio de cultura utilizado para o crescimento do
microrganismo (Joo e Chang, 2005). Portanto sua otimizacdo é de grande
importancia para a redugao dos gastos com sua produgao.

A geracdo de residuos agroindustriais constitui um dos maiores problemas
enfrentados pelas industrias processadoras de alimentos, devido aos problemas
ambientais oriundos do descarte destes produtos. O soro de leite agua de
maceracdo de milho e melago de cana de agucar sdao exemplos destes residuos,
que podem ser aproveitados como substratos utilizados para processos
biotecnolégicos, para a produgédo de varios compostos importantes para a industria,
incluindo as proteases. (Pandey et al., 2000)

O Brasil, atualmente, importa a maior parte das enzimas que utiliza, embora
apresente um enorme potencial para produzi-las, por dois motivos em especial:
abundancia de matéria organica (residuos agricolas, como, palha de arroz, soro de
leite, bagacgo de cana, etc.) que constitui substrato de baixo custo para fermentacdes
e a enorme diversidade bioldgica, ainda pouco explorada, para a descoberta de
novos organismos produtores de enzimas de interesse industrial (Hernandez et al.,
2005).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a utilizagdo de residuos
agroindustriais e caldo de cana como substrato para a producédo de proteases pelo

microrganismo termofilico Bacillus sp SMIA-2.
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2.0. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Microrganismos termofilicos e suas enzimas

Os microrganismos termofilicos podem ser classificados como bactérias ou
archaea e sdo capazes de crescer em altas temperaturas. Segundo analises
genéticas, os organismos sao divididos em trés dominios distintos: Eukarya
(eucariotos), Bacteria e Archaea (procariotos) (Tehei e Zaccai, 2005). Exemplos de
extremofilos ocorrem em ambos os dominios procariotas, mas os dados disponiveis
permitem concluir que estes organismos tendem a pertencer ao dominio Archaea
(Santos et. al., 2001 e Hough e Danson, 1999).

A temperatura € um dos fatores ambientais que mais influencia o crescimento
e a sobrevivéncia dos organismos (Fomenkova et. al., 1998 e Madigan et. al., 1996).
Bacteria e Archaea sao classificados em psicrofilos, mesdfilos e termodfilos com
temperaturas oOtimas de crescimento variando de 0-20, 10-50 e 40-110°C,
respectivamente (Tolner et. al.,, 1997). O ultimo grupo pode ser subdividido em
termofilos moderados, termofilos e hipertermofilos (Demirjian et al., 2001).

Esses microrganismos termofilicos produzem enzimas que sdo conhecidas
como enzimas termoestaveis (Tolner et al., 1997). Esses microrganismos abriram
novas oportunidades para descoberta de enzimas que apresentam atividade em
condicbes extremas de temperatura, possibilitando assim a sua utilizagdo em
processos industriais, onde esta condigdo é necessaria (Hough e Danson,1999;
Banerjee et al., 1999).

O crescente interesse biotecnolégico pelas enzimas produzidas por
termofilicos esta relacionado com sua capacidade de trabalhar em condigbes de
elevadas temperaturas. Nestas condicbes, as enzimas produzidas por
microrganismos mesofilicos sdo geralmente desnaturadas (Hough e Danson,1999).
Segundo Rosa et al. (1994) os microrganismos termofilicos suportam condigbes de
crescimento a altas temperaturas devido a sua membrana celular ser composta de
acidos graxos saturados que promovem um meio hidrofébico para a célula,

mantendo-a mais rigida e suportando assim temperaturas elevadas.

A busca por enzimas termoestaveis baseia-se no fato de que a utilizagao

de temperaturas mais elevadas em um processo industrial, faz com que a velocidade
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da reagcdo aumente, necessitando da utilizacdo de uma menor quantidade de
enzimas, ja que cada aumento de 10°C na temperatura, promove um aumento de
aproximadamente duas vezes na velocidade da reacido. Além disso, a utilizacdo de
temperaturas maiores que 60°C inibe o crescimento de microrganismos
contaminantes, reduzindo a possibilidade de contaminagdo microbiana, o que
favorece sua utilizacdo em industrias de alimentos (Zamost et al., 1991 e Wiseman,
1985).

Apesar dessas vantagens que as enzimas termofilicas oferecem para o uso
rotineiro na industria, a aplicagao biotecnoldgica de microrganismos termofilicos tem
sido muito limitada até agora. As razdes para esta contradicdo s&do muitas, mas a
principal delas esta relacionada com o escasso numero de linhagens termofilicas
para a pesquisa de enzimas termoestaveis especificas, disponiveis em colecdes
(Aquino, 2000).

2.2. Fontes de Proteases

A natureza por ser abundante em microrganismos € o primeiro alvo na busca
por novas enzimas. A terra e a agua sao as principais fontes de microrganismos. Em
uma pequena quantidade de terra podemos encontrar milhdes de organismos como
bactérias e fungos (Novozyme, 2002).

Uma excelente fonte para obtencédo de enzimas sado 0s microrganismos, pois
estes apresentam uma ampla diversidade bioquimica e susceptibilidade de
manipulacdo genética. Com isso as proteases microbianas representam hoje
aproximadamente 40% do custo mundial de enzimas, sendo preferidas que as de
animais ou de plantas, por apresentarem quase todas as caracteristicas desejaveis
para sua aplicagao biotecnoldgica (Kumar e Takagi, 1999 e Rao et al., 1998 ).

As enzimas microbianas sdo mais utilizadas que as enzimas de plantas e
animais devido a grande variedade catalitica, além de serem obtidas em elevadas
quantidades, com prego relativamente reduzido, possuindo bastante homogeneidade
e qualidade. Além disso, sdo mais estaveis que seus homologos obtidos de plantas
e animais e seu processo de producao € mais facil e seguro (Wiseman, 1985). Os
métodos de obtengdo destas enzimas podem ser facilmente otimizados e as

proteases microbianas podem ser mantidas sob armazenamento por um longo
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periodo, ndo necessariamente em suas condigbes otimas de atuagdo, sem perda
significativa de sua atividade (Gupta et al., 2002).

Com o crescimento da demanda por enzimas, houve uma limitacdo de
materiais animais e vegetais levando a um aumento da utilizacdo de enzimas
microbianas, as quais comegaram a ser utilizadas em larga escala.

As enzimas proteoliticas termoestaveis produzidas por microrganismos do
género Bacillus sdo o grupo mais importante de enzimas produzidas comercialmente
e representam cerca de 20% do total de enzimas comercializadas no mundo, sendo
sua aplicacdo predominante (35%) na industria de detergentes (Beg et al., 2002).
Também sao utilizadas no processamento de alimentos, industria téxtil e
farmacéutica e aplicagbes médicas. A ampla utilizagdo destas enzimas é reflexo da
elevada especificidade de sua agdo como biocatalizadores (Phadatare, et al., 1993,
Mandigan et al., 1996; Horikoshi, 1999; Kanekar, et al., 2002).

O mercado de enzimas industriais € estimado em 2,3 bilhdes de dolares
(Mussato, et al., 2007) e as enzimas proteoliticas, principalmente as alcalinas,
correspondem a 60% deste montante (Merheb et al., 2006, Banerjee, et al. 1999).
Deste valor, 40% sao de fontes microbianas (Gupta et al,. 2002a) e cerca de 35%
respondem pelas proteases que sao aplicadas na industria de detergentes.

As proteases industriais sdo obtidas principalmente por fermentacdo submersa.
O preco final desta enzima € determinado principalmente pelo meio de cultivo
empregado na sua obtencdo. No entanto, algumas alternativas como a adicédo de
residuos agroindustriais (Nascimento e Martins, 2006) e menores gastos com
processos de recuperagdo do produto, podem ser adotadas a fim de baratear o
processo (Prakasham, et al., 2005; Arulmani et al., 2007).

2.3. Utilizacdo de Residuos Agroindustriais na Producao de Enzimas

A crescente preocupagdo com o meio ambiente vem mobilizando varios
segmentos do mercado. Inumeros 6rgaos governamentais e industrias estdo se
preparando para aplicar uma politica ambiental que diminua os impactos negativos a
natureza.

O residuo industrial, depois de gerado, necessita de destino adequado, pois
nao pode ser acumulado indefinidamente no local em que foi produzido. A

disposicado dos residuos no meio ambiente, por meio de emissdes de matéria e de

6
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energia langados na atmosfera, nas aguas ou no solo deve ocorrer apos os residuos
sofrerem tratamento e serem enquadrados nos padrdes estabelecidos na legislagcao
ambiental para n&o causarem polui¢do (Aquarone, 1990).

A industria de alimentos produz uma série de residuos com alto valor de nova
utilizacdo. Inumeros estudos utilizando residuos da industria de alimentos tém sido
realizados com objetivo de aproveitamento destes como substrato biotecnologico
para producido de enzimas. Com isso, minimiza-se o impacto ambiental destes tipos
de industrias na regido onde estéo situadas e ainda agrega-se valor aos produtos do
mercado.

Bravo et al. (2000) pesquisaram a producao de poligalacturonase utilizando-se
o caldo de cana (residuos da industria de sucro-alcoleira). Neste sentido, Auria et al.
(1993) utilizaram o bagago de cana-de-agucar como suporte para produgédo de
protease pelo A. niger, utilizando um fermentador tipo coluna.

A producao de enzimas microbianas utilizando soro de leite foi realizada por
diversos pesquisadores (Nascimento et al., 2007; Romero et al., 2001; Feijoo et al.,
1999; Kosikowski, 1979) e a produtividade enzimatica aumentou com o uso deste
substrato. Portanto, devido a sua rica composicao, o soro de leite € um substrato em

potencial para a produgao industrial de proteases microbianas.

O soro de leite &, dentre os subprodutos da industria de laticinios, o
constituinte de maior importancia, tanto pelo volume gerado, como pela carga
poluidora, que langada em corpos receptores pode causar um grave problema
ambiental. Aproximadamente 80% do volume do leite destinado a fabricagdo de
queijos se transforma em soro. O soro de leite contem metade do extrato seco do

leite, representado por lactose, proteinas soluveis e sais (Paolucci,1991).

O processamento de graos como o milho, para a produgao de 6leos e outros
produtos, geram residuos como a agua de maceragao de milho. Esse subproduto
tem sido usado como uma fonte barata de nutrientes. Este residuo constitui uma rica
fonte em carboidratos, aminoacidos, peptideos, minerais, metais, vitaminas e fosfato
(Rivas et al., 2004).

A utilizagado da agua de maceragao de milho para a redugao do custo do meio
de cultura, para o crescimento e para a produgédo de enzimas por microrganismos foi
sugerida por autores como Burkert et al. (2004), Lee et al. (2003), Liu et al. (2002) e
Kona et al. (2001).
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Residuos como a agua de maceracao de milho e as proteinas do soro de leite
sdo riquissimos em vitaminas, carboidratos e outros nutrientes. Contudo, séo
liberados no meio-ambiente causando danos ao mesmo.

A aplicagdo de residuos agroindustriais em bioprocessos, por um lado,
fornece substratos alternativos e, por outro, ajuda a solucionar os problemas de
poluicdo que sua disposicdo no meio ambiente poderia causar. Com o advento de
inovagdes biotecnologicas, principalmente na area de tecnologia de enzimas e
fermentagdo, muitos caminhos novos tém sido abertos para sua utilizagado (Pandey
et al., 2000b).
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3.0. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado neste estudo foi uma bactéria termofilica, Bacillus
sp SMIA-2, isolada por Nunes e Martins (2001) a partir de amostras do solo do
municipio de Campos dos Goytacazes, no Laboratério de Tecnologia de Alimentos
(LTA) da Universidade Estadual do norte Fluminense (UENF). Segundo os mesmos
autores, a comparacgao das sequéncias de 16S rRNA indicaram que o isolado possui
94% de similaridade com B. caldoxylyticus e Bacillus sp. AK1.

3.2. Manutenc¢ao do microrganismo

O microrganismo foi mantido em tubos de ensaio contendo meio TSY (Liao et
al., 1986) (gL™"): Triptona, 20; NaCl, 10; Extrato de levedura, 10; Agar, 20, sob

temperatura de refrigeracao.
3.3. Meio de crescimento

Para a producéo da protease foram utilizados os meios de cultura contendo

os seguintes nutrientes (gL™):

MEIO 1 - Proteina do soro de leite 1,0; agua de maceracdo de milho 2,0; maltose
10,0; peptona 1,0; KCI 0,3; MgSO4 0,5; K.HPO, 2,0; CaCl,-2.2x107, Zn0O-2.03x107°,
FeCl3.6H,0-2.7x10?, MnCl.4H,0-1.0x 10?, CuCl,.2H,0-8.5x10°, CoCl,.6H,0-
2.4x107, NiCl3.6H,0-2.5x10™, e H3BO3-3.0x10™.

MEIO 2 - Proteina do soro de leite leite 1,0; melago de cana de agucar 5,0; agua de
maceracdao de milho 2,0; peptona 1,0; KCI 0,3; MgSO,4 0,5; K;HPO4 2,0; CaCl,-
2.2x107, Zn0-2.03x10°, FeCl3.6H,0-2.7x10%, MnCl,.4H,0-1.0x 10, CuCl,.2H,0-
8.5x10°, CoCl,.6H,0-2.4x10, NiCls.6H,0-2.5x10™, e H3BO3-3.0x10.
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MEIO 3 - Proteina do soro leite 1,0; caldo de cana de agucar 2,0; peptona 1,0; KCI
0,3; MgS04 0,5; KoHPO4 2,0; CaCly-2.2x10°, Zn0-2.03x10°, FeCls.6H,0-2.7x107%,
MnCl,.4H,0-1.0x  10%, CuCl,.2H,0-8.5x10°, CoCl,.6H,0-2.4x10°, NiCl3.6H,0-
2.5x10™, e H3BO3-3.0x10™.

O pH dos meios foi ajustado para 7,5 com solugdo de NaOH 1,0 M e

esterilizados em autoclave a 121 0C por 15 minutos
3.2. Pré-inoculo

O microrganismo foi semeado em placas de Petri contendo meio TSY. As
placas foram incubadas em estufa QUIMIS, modelo Q 315 D26, por 18 horas, a
temperatura de 50°C. Apos este periodo, 5mL do meio de crescimento descrito em
3.3 foram transferidos para as placas para ressuspender as células que foram,
posteriormente, sugadas com o auxilio de uma pipeta estéril. Estas células foram
inoculadas em frascos erlenmeyers de 250mL contendo 25mL do respectivo meio de
crescimento. Apds isto, foram incubadas por mais 12 horas a 50°C em “shaker”

rotatério (Thermo Forma Orbital Shaker, Ohio, EUA) operando a 150 rpm.

3.3. Preparo do inoculo

O meio de crescimento foi inoculado com 1,0-1,5mL da cultura de véspera
(pré-indculo). Este volume é suficiente para que a absorbancia inicial da cultura seja
igual a 0,1. Ent&o, foi novamente incubado em “shaker” a 150 rpm e 50 °C.

Em intervalos de tempo pré-determinados, foram retiradas aliquotas para a

determinacdo da atividade da enzima.

3.4. Crescimento do microrganismo

O crescimento do microrganismo foi determinado pela medida da turbidez do
meio de crescimento, medindo-se a densidade o6tica a 620nm com a utilizagdo de um
espectrofotometro SHIMADZU UV-mini 1240, pH e dosagem da atividade da enzima

nos filtrados da cultura.

10
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3.5. Atividade enzimética

Amostras em triplicatas (2mL) foram centrifugadas em centrifuga HERMLE-Z
382 K 4500 rpm a 5°C por 15 minutos para obtencido do extrato livre de células. A
atividade da protease foi entdo, determinada nos filtrados da cultura.

Uma mistura contendo 0,5 mL da enzima e 1,0 mL de uma solugdo de
azocaseina 0,2% (p/v) em tampéo Tris-HCI (pH 8,5) foi incubada em banho-maria a
70°C durante 10 minutos. Apds este periodo, a reacao foi paralisada pela adicdo de
0,5mL de acido tricloroacético 15% (TCA), e esta mistura foi centrifugada a 15000
rom por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante foi transferido para tubos de ensaio
contendo 0,5mL de NaOH 1N, conforme descrito por Janssen et al.,, (1994).
Paralelamente, foi feito um tubo branco que contem todos os reagentes do ensaio,
exceto o TCA, que foi adicionado antes do extrato enzimatico.

A coloracédo desenvolvida foi medida em espectrofotometro SHIMADZU UV-
mini 1240, utilizando-se o comprimento de onda de 420nm. Uma unidade da enzima
foi definida como a quantidade da enzima requerida para produzir um aumento na

absorvancia a 420 nm igual a 1,0 em 60 minutos (Jansen et al., 1994).

3.6. Determinacé&o da proteina

A dosagem de proteina nos filtrados da cultura foi determinada pelo método
de Lowry, conforme modificagbes propostas por Peterson (1977), usando albumina
de soro bovino (BSA) como padrdo. Os reagentes utilizados foi os seguintes:
Reagente A (carbonato de sddio, 20g/L; NaOH 2N, 50mL/L; tartarato de sodio e
potassio, 0,2g/L), Reagente B (CuS0O4.H,O, 5g/L), Reagente C (50 partes do
Reagente A e uma parte do Reagente B).

A mistura de reacédo foi constituida de 40uL da amostra, 360uL de tampéao
fosfato 50mM (pH 6,5) e 2000uL da solucdo C. Esta mistura foi agitada
vigorosamente. Apds o repouso da mesma por 15 minutos, foi adicionado 200uL do
reagente de Folin. A mistura foi agitada novamente e em seguida deixada em
repouso por mais 30 minutos. O mesmo procedimento foi realizado com o controle

exceto que a amostra foi substituida por tampao.

11
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A coloragao desenvolvida foi medida através de espectrofotdmetro utilizando

comprimento de onda de 750nm.

3.7.Utilizacdo dos residuos, proteina do soro de leite, agua de maceracédo de

milho e melaco de cana para a producéo de proteases por Bacillus sp SMIA-2.

3.7.1. Influéncia da concentracdo da proteina do soro de leite sobre o

crescimento e atividade da enzima.

O microrganismo foi cultivado no Meio 1 adicionado da proteina do soro de
leite nas seguintes concentragdes: 0,025%; 0,05%; 0,10%; 0,15%; 0,20% e 0,25%.
Apoés a esterilizagdo e inoculagdo do meio, a cultura foi incubada por 12 horas a
50°C em um “shaker” rotatério (Thermo Forma Orbital Shaker, Ohio, EUA) operando
a 150 rpm. Apos este periodo a densidade otica da cultura e a atividade da protease

foram determinadas.

3.7.2. Influéncia da concentracdo da agua de maceracdo de milho sobre o

crescimento e atividade da enzima.

O microrganismo foi cultivado no Meio 1 adicionado da agua de maceracéo
de milho nas seguintes concentragdes: 0,05%; 0,1%; 0,2%; 0,3%; 0,4%; 0,5%; 0,7%.
Apoés a esterilizacdo e inoculagdo do meio, a cultura foi incubada por 12 horas a
50°C em um “shaker” rotatorio (Thermo Forma Orbital Shaker, Ohio, EUA) operando
a 150 rpm. Apds este periodo a densidade dtica da cultura e a atividade da protease

foram determinadas.

3.7.3. Influéncia da concentracdo do melagco de cana sobre o crescimento e

atividade da enzima.

O microrganismo foi cultivado no Meio 2 adicionado da agua de maceragao

de milho (0,2%) ou proteina do soro de leite (0,1%) e melago de cana nas seguintes

12
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concentragodes: 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5%. Apds a esterilizagao e inoculagéo do
meio de cultura, o mesmo foi incubado por 12 horas a 50°C em um “shaker” rotatério
(Thermo Forma Orbital Shaker, Ohio, EUA) operando a 150 rpm. Apds este periodo

a densidade o6tica da cultura e a atividade da protease foram determinadas.

3.8. Caracterizacao da enzima bruta

3.8.1. Efeito do pH na atividade e estabilidade da protease

A influéncia do pH sobre a atividade enzimatica foi avaliada numa faixa de 6,0
a 10,0 com intervalo de 0,5 unidades. No preparo do substrato foram utilizados os
seguintes tampdes: fosfato de sodio (pH 6,0-7,5), tampao Tris/HCI (pH 8,0-9,0) e
tampao glicina-NaOH (9,5-10). Os valores de pH das misturas foram ajustados com
seus respectivos tampdes.

O pH étimo foi determinado utilizando-se o substrato, azocaseina 0,2%, nas
diferentes solugdes de pH (6,0 — 10,0). Posteriormente 0,5 mL do sobrenadante foi
adicionado a 1 mL do substrato e incubado em banho-maria a 70°C por 10 minutos.
A atividade enzimatica foi determinada conforme ja descrito anteriormente

A estabilidade da protease a diferentes valores de pH foi avaliada incubando-
se 0 sem o substrato nas solugdes tampao anteriormente descrito por 2 horas a
temperatura ambiente. Apds este tratamento, a atividade residual da protease foi

determinada, no pH 6timo encontrado, conforme descrito anteriormente.

3.8.2. Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da protease

A determinacao da temperatura étima foi realizada incubando-se a mistura de
reagdo em temperaturas que variaram de 40 a 100°C, com intervalos de 10°C.
Depois de 10 minutos de incubacdo em cada temperatura, a atividade enzimatica foi
analisada, conforme descrito no item 3.5.

A estabilidade térmica foi avaliada incubando a enzima em temperaturas que

variaram de 40 a 100°C com intervalos de 10°C por 1 hora. Apds este periodo de

13
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incubacado a atividade residual foi determinada na temperatura 6tima da enzima,

determinada anteriormente.

3.8.3.Efeito da concentracdo do NaCl na atividade enzimatica

A enzima foi pré-incubada em tampao- fosfato (0,05 M, pH 8,5) contendo
varias concentragdes de NaCl (0.5 a 5.0 M), a 45° C por 1 e 2 horas. A atividade

enzimatica foi dosada em todas as concentracdes como descrito anteriormente.

14
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4.0. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Crescimento e atividade da protease de Bacillus sp SMIA-2 cultivado no
meio contendo proteinas do soro de leite e agua de maceracdo de milho e

maltose.

Bacillus sp SMIA-2 cresceu e secretou proteases quando cultivado no meio
de cultura contendo os residuos, proteinas do soro de leite e agua de maceragao de
milho e maltose (Figura 1). A atividade maxima da enzima (52,9 U/mg de proteina)
foi alcangada apés 16 horas de incubagado do microrganismo, quando o crescimento
ja havia cessado e a cultura se encontrava na fase estacionaria de crescimento.
Resultados similares foram encontrados para a protease secretada pelo Bacillus

sphaericus (Singh et al., 2003).
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Figura 1 — Crescimento (o), pH () e atividade da protease (A) por Bacillus sp. SMIA-
2 crescendo a 50 °C em meio contendo 0,1% proteinas do soro de leite,

0,2% de agua de maceracao de milho e 1% de maltose.
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4.1.1. Efeito da concentracédo da proteina do soro de leite

A concentragdo da proteina do soro de leite que proporcionou melhor
atividade da protease foi 0,1% com niveis de 40,7 U/mg de proteina. O aumento na
concentragdo deste residuo acima de 0,15% né&o contribuiu efetivamente para o
aumento na produgcdo da protease, tendo resultados bastante similares aos
resultados encontrados para a concentracido de 0,1%. Em concentracdes maiores foi
verificada uma repressdo na sua secre¢cdo. Nado foram observadas grandes

alteracbes no crescimento e nem nos valores do pH nas diferentes concentracoes

testadas.
a) b)
16 90 45
== DO, 600nm Z 101 —L

— 3 pH L 75 E T
E L] o 35 B
© t 6,0 2 301
(@) [
a - = 25
=~ 081 L4572 ©
2 E 201
c N
[0} o
E 30 w15
o = S 10 1
O 15 2

Z 9]

0,0 - 0,0 0 . . . : T T
0,025% 0,05% 0,10% 0,15% 0,20% 0,25% 0025% 005% 010% 015% 020% 0,25%
Soro de leite Soro de Leite

Figura 2 - Efeito da concentragédo do soro de leite no crescimento (a) e na atividade
(b) da protease de Bacillus sp. SMIA-2 ap6s 12 horas de incubagao a
50°C/180rpm e pH inicial 7,5.

Carvalho et al. (2008) obteve em seus estudos um aumento na produgao de
a-amilase, quando o meio de cultivo foi suplementado com 0,25% de agua de
maceracao de milho. A atividade da enzima nesta concentracédo foi de 61 U/mL,

enquanto que sem a suplementacéo o nivel maximo de atividade foi de 34,75 U/mL.
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4.1.2. Efeito da concentragcdo da agua de maceracao de milho

A concentragdo da agua de maceragao de 0,2% foi aquela que proporcionou
maior atividade da protease com niveis de 58,4 U/mg de proteina, como mostrada
na Figura 3. Acima desta concentragédo, a atividade da enzima foi reduzida. Em
relacdo ao crescimento do microrganismo e dos valores do pH do meio, ndo foram

observadas grandes alteragdes com a variagdo das concentragdes deste residuo.
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Figura 3 — Efeito da concentragdo da agua de maceragéo de milho no crescimento
(a) e na atividade (b) da protease secretada por Bacillus sp. SMIA-2
apo6s 12 horas de cultivo a 50 °C/180rpm e pH inicial 7,5.

Estudos realizados por Nascimento et al, (2007) , mostraram que a
substituicdo do citrato trissddico presentes no meio de cultura pela agua de
maceragdo de milho na concentracdo de 0,5%, proporcionou um aumento da
atividade da protease e retardou o processo de desativacdo que é tipico da
producdo desta enzima. A atividade maxima da enzima obtida foi de 59,5 U/mg de

proteina.
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4.1.3 Caracterizagdo da enzima bruta em meio de cultivo contendo proteinas
do soro de leite e agua de maceracao de milho e maltose

4.1.3.1. Efeito do pH na atividade e estabilidade da protease

A maior atividade da protease foi encontrada em pH 8,5 (35,8 U/mg de
proteina). Acima deste valor, foi observada uma redugédo na atividade da enzima
(Figura 4). Estudos revelam que as proteases comerciais de origem microbiana
geralmente atingem atividade 6tima na faixa de pH de 8,0 a 12.

Os resultados observados para a estabilidade da protease de Bacillus sp.
SMIA-2 ao pH também sdo mostrados na Figura 4. A maior estabilidade da enzima
também foi observada no valor de pH 8,5. Em valores de pH acima de 8,5 a

estabilidade da protease foi reduzida.
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Figura 4: pH 6timo (o) e estabilidade (¢) da protease secretada por Bacillus sp.
SMIA-2 apés 14h de incubagdo a 50 °C. O pH é6timo foi determinado
medindo-se a atividade enzimatica em substrato preparado em
diferentes valores de pH. A estabilidade ao pH foi determinada apds 2h
de incubagéo do extrato enzimatico nos diferentes valores de pH (100%
atividade enzimatica = 35,8 U/mgPTN).
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4.1.3.2. Determinacédo da temperatura 6tima e estabilidade térmica da protease

As temperaturas de 60 °C e 70 °C foram as Otimas para a atividade da
protease. Em temperaturas mais elevadas a enzima teve sua atividade reduzida
drasticamente, perdendo em torno de 61,3% e 81,6% de sua atividade nas
temperaturas de 90 °C e 100 °C, respectivamente (Figura 5).

Em relagcdo a estabilidade térmica da protease, a 40°C e a 60 °C a enzima
manteve 95,5% e 79,3% da sua atividade, respectivamente. A 80 °C, a enzima foi

completamente inativada.
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Figura 5: Efeito da temperatura na atividade (¢) e estabilidade (m) da protease,
produzida pelo Bacillus sp. SMIA-2. A temperatura 6tima foi determinada
medindo-se a atividade enzimatica nas diferentes temperaturas. A
estabilidade térmica foi determinada apds a incubacao da protease por
1h nas diferentes temperaturas (100% atividade enzimatica = 42,64

U/mg de proteina)

Estudos realizados por Nascimento e Martins (2006) revelam que a adigao
dos metais acarretou um aumento consideravel na atividade da protease ja nos
primeiros 15 minutos de incubagdo. Na presenca dos metais e da glicina a enzima
apresentou uma atividade média de 113%, enquanto que na auséncia dos mesmos,
a atividade residual foi de apenas 50%. Neste estudo a protease quando incubada

por 1 hora em presenca de calcio, apresentou uma atividade residual de 73,71% em
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presenga de célcio e glicina, 104% em presenga de manganés, 94,12% em
presenga de glicina e manganés, enquanto que a amostra controle apresentou
apenas 29,4% de atividade. Isto mostra que a contribuicdo do manganés foi maior

que do calcio, na estabilidade térmica da enzima.

4.1.3.3. Efeito da concentragdo do NaCl na atividade da protease

Um estudo sobre o efeito do cloreto de sddio na atividade da protease
produzida pelo Bacillus sp. SMIA-2 foi realizado incubando-se a enzima parcialmente
purificada a 45°C por 1 e 2 horas em solugdo de NaCl com concentragdes variadas.
A atividade da protease foi estimulada pela presengca de 0,5M de NaCl quando
incubada em 1 hora. Acima desta concentracdo a atividade da enzima decresceu
gradativamente, mantendo 50% de sua atividade inicial nas concentragdes de 2,0 a
4,0 M. Na presenca de 1,0M e 5,0 M de NaCl, a atividade da protease foi 76% e 37%
da atividade maxima respectivamente (Figura 6), quando incubada por 1 hora. Ja
quando incubada por 2 horas, pode-se verificar que nas concentracdes de 0,5 a 2,0
M a enzima manteve aproximadamente 65% de atividade inicial. Observou-se ainda

que a enzima manteve cerca de 50% e 48% da atividade original.

T
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0 1 2 3 4 5 6

Concentracéo de NaCl (M)

Figura 6: Efeito da concentracdo de NaCl na atividade da protease, produzida pelo
Bacillus sp. SMIA-2 durante 1hora (4) 2 horas (m) de incubacado a 45°C.
Atividade relativa foi expressa como percentual da atividade maxima
(100% da Atividade Enzimatica = 41 U/mg de proteina).
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Resultados semelhantes foram encontrados por Cordeiro et al. (2002)
verificaram que a enzima incubada em solugcdo de NaCl em concentragbes de 1,0 M
e 5,0 M conservou 70% e 47% da atividade original apos 24 horas em temperatura
de 25°C, respectivamente, em estudos com a-amilase secretada pelo Bacillus sp.
SMIA-2. Além disso, estudos com Bacillus sp. JB-99 manteve 84% e 41% da
atividade da protease quando incubada a 45°C na presencga de 1,0M e 5M por 2 h,

respectivamente.

4.2. Crescimento e atividade da protease de Bacillus sp SMIA-2 cultivado em
meio contendo proteinas do soro de leite, agua de maceracdao de milho e

melaco de cana de agUcar.

O perfil do crescimento de Bacillus sp. SMIA-2 e da atividade da protease em
meio liquido contendo 0,5% de melago de cana de agucar como fonte de carbono e
suplementado com 0,1% de proteina de soro de leite e 0,2% de agua de maceragéo

de milho esta mostrado na Figura 7.

O crescimento foi iniciado imediatamente apds a inoculacdo do meio de
cultura. Entretanto, a secrecdo da protease foi iniciada somente apés 12 horas de
crescimento. De acordo com Singh et al. (2001), essa produgédo enzimatica depois
de um determinado tempo de crescimento, pode estar relacionada a necessidade de
uma massa minima de células, para que o microrganismo consiga sintetizar suas
enzimas.

A atividade maxima da protease foi alcangada apds 30 horas de incubagao do
microrganismo, com niveis de 26,73U/mg de proteina, quando o crescimento ja
havia sido cessado. Portanto, a substituicdo da maltose pelo melago de cana nao
proporcionou aumento na atividade da protease, embora bons niveis de atividade
tenham sido encontrados quando este residuo foi utilizado. Apds alcangar o valor

maximo, a protease sofreu um rapido processo de desativacéao.
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Figura 7. Crescimento e atividade da protease de Bacillus sp SMIA-2 cultivado em

0,5% de melagco de cana e suplementado com 0,1% de proteina de soro

de leite e 0,2% de agua de maceragao de milho a 50°C.

4.2.1. Influéncia da concentragcdo do melaco de cana na atividade da protease

A adicao de varias concentracbes de melaco de cana ao meio de cultura

contendo a proteina do soro de leite ou a agua de maceragao de milho foi realizada.

As condi¢des que proporcionaram melhores niveis da enzima foram aquelas em que

foi utilizado o melago (0,2%) e a proteina do soro de leite (0,1%) (Figura 8).
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Figura 8. Influéncia da concentracdo do melago de cana no crescimento (a) e na

atividade (b) da protease.

4.3. Crescimento e atividade da protease de Bacillus sp SMIA-2 cultivado no

meio contendo proteina do soro de leite e caldo de cana de agucar.

A substituicdo do melago de cana (0,5%) por caldo de cana (0,2%) e a
remocgao da agua de maceragao de milho do meio de cultura, promoveu um aumento
na atividade da protease (Figura 9). A maxima atividade da enzima (59,38 U/mg de
proteina) foi encontrada apdés 36h de crescimento do microrganismo, quando a
cultura se encontrava na fase estacionaria. Este valor de atividade foi maior que o
encontrado, quando a maltose foi utilizada como fonte de carbono. Estes resultados
sugerem a possibilidade do uso do caldo de cana, um substrato de custo mais baixo

que a maltose, para a producao de proteases por Bacillus sp SMIA-2.
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Figura 9. Crescimento e atividade da protease de Bacillus sp SMIA-2 cultivado em

0,2% de caldo de cana e suplementado com 0,1% de proteina de soro

de leite a 50° C.

Em relagdo ao crescimento do microrganismo, foi observado um ligeiro
decréscimo. Isto era esperado devido a remogao da agua de maceragao de milho.
Este residuo, além de beneficiar o meio de crescimento pelo fornecimento de fonte
de nitrogénio, fornece varios micro-nutrientes, vitaminas e fatores estimulantes do

crescimento microbiano (Kumar e Takagi, 1999).

4.3.1. Influéncia da concentracdo do caldo de cana de acuUcar na atividade

enzimatica.

A biossintese da protease foi reduzida quando baixas concentragdes de caldo
de cana (0,05%) foram utilizadas no meio de cultura (Figura 10). Portanto, 0,2% foi
considerada a melhor concentragdo do caldo de cana, dentre as testadas, para a
atividade da enzima. Em relagdo ao crescimento do microrganismo, também foi
observada uma ligeira redugdo na densidade oOtica da cultura, quando a

concentracio do caldo de cana foi reduzida para 0,05%.
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Figura 10. Crescimento (a) e atividade da protease (b) de Bacillus sp SMIA-2
cultivado em nas concentragdes de caldo de cana de 0,05% e 0,2% e

suplementado com 0,1% de proteina de soro de leite a 50° C.

4.4. Caracterizacdo da protease secretada por Bacillus sp SMIA-2 em meio de

cultura contendo proteinas do soro e caldo de cana.

4.4.1. Efeito do pH na atividade e estabilidade da protease

A protease foi ativa em uma ampla faixa de pH, apresentando maxima
atividade em pH 8,5 chegando a niveis de 35 U/mg de proteina. Acima deste valor,

foi observada uma redugado gradativa na atividade da enzima (Figura 11) que em pH
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10,5 ainda mantinha 50% de sua atividade inicial. A atividade mais baixa da
protease foi encontrada em pH 11,5 e 12,0 que foram os valores mais extremos
estudados. Os resultados obtidos por Carvalho et al. (2006) mostram que a a-
amilase produzida pelo Bacillus sp. SMIA-2 teve pH 6timo encontrado para a enzima
foi 8,5. A atividade enzimatica em pH 7,0 e 11,0 foram de 72% e 81,4%,
respectivamente, em relagdo ao pH 8,5.

De acordo com BEG e GUPTA (2003), as proteases comerciais de origem
microbiana, geralmente, possuem atividade 6tima na faixa de pH que varia de 8 - 12,
0 que as torna de grande interesse para utilizagdo em formulagdes de detergentes,

devido ao pH alcalino destes produtos.
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Figura 11. pH otimo (¢) e estabilidade (m) da protease secretada por Bacillus sp.
SMIA-2 apds 24h de incubagdo a 50 °C. O pH o6timo foi determinado
medindo-se a atividade enzimatica em substrato preparado em
diferentes valores de pH. A estabilidade ao pH foi determinada apés 2h
de incubacgao do extrato enzimatico nos diferentes valores de pH (100%

atividade enzimatica = 35 U/mg de proteina).

Em relacédo a estabilidade, a enzima manteve em torno de 80% de atividade
quando incubada por 2 horas em temperatura ambiente nos valores de pH de 6,0 -
8,5. A pH 9,5 a enzima mostrou também uma boa estabilidade, mantendo em torno

de 50% de sua atividade, em valores maiores a atividade da enzima.
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4.4.2. Determinacdo da temperatura 0tima e estabilidade térmica da protease

Estudos sobre a caracterizagado da protease revelaram que a enzima mostrou
uma atividade crescente entre 40°C e 70°C, onde a atividade atingiu seu valor
maximo (45 U/mg de Proteina), sendo entdo 70°C a temperatura 6tima da enzima.
Acima de 70°C ocorreu uma redugdo na atividade enzimatica e a 90°C e 100°C a
protease perdeu cerca de 38% e 80% de sua atividade, respectivamente (Figura 12).

Quanto a estabilidade térmica da protease foi observado que com o aumento
da temperatura houve uma redugdo na atividade enzimatica, sendo que a 40°C e a
50°C a enzima manteve mais de 100% de sua atividade. A 60°C e a 70°C foi
observada uma reducgao de 15% e 23%, respectivamente. Na temperatura de 80°C a
enzima ainda manteve 60% de sua estabilidade e em temperaturas maiores que
80°C a enzima comecgou a se desnaturar, mantendo apenas 16 e 9% da sua

atividade a 90°C e 100°C, respectivamente.
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Figura 12: Temperatura 6tima (¢) e estabilidade (m) da protease secretada por
Bacillus sp. SMIA-2 apds 24h de incubagao a 50°C. A temperatura 6tima
foi determinada medindo-se a atividade enzimatica nas diferentes
temperaturas. A estabilidade térmica foi determinada apds a incubacéao
da protease por 1h nas diferentes temperaturas (100% de atividade = 45

U/mg de Proteina).
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5.0. CONCLUSOES FINAIS

O Bacillus sp SMIA-2 foi capaz de crescer e secretar a enzima protease
quando cultivado num meio contendo maltose como fonte de carbono e
suplementado com proteina do soro de leite e agua de maceragédo de milho. Nestas
condigdes a atividade maxima da enzima alcangada foi de 52,9 U/mg proteina. As
melhores concentragbes da proteina do soro de leite e da agua de maceracgao de
milho para a atividade da enzima foram 0,1% e 0,2%, respectivamente. Nestas
condicdes, a enzima apresentou pH e temperatura para atividade 6tima de 8,5 e
70°C, respectivamente.

A substituicido da maltose por uma fonte de carbono de custo mais baixo
como o residuo, melago de cana, ndao promoveu um aumento na atividade da
protease. As melhores condi¢cdes estabelecidas para a secre¢cado da enzima foram
0,2% de melaco de cana e 0,1% de proteina de soro de leite. Por outro lado, a
substituicdo da maltose pelo caldo de cana (0,2%) promoveu um aumento da
atividade da protease, semelhante a obtida quando a maltose foi utilizada como
fonte de carbono. Portanto, o caldo de cana pode ser utilizado como uma alternativa
para a producao de proteases por Bacillus sp SMIA-2. A enzima secretada nestas

condicdes apresentou atividade 6tima em pH 8,0 e temperatura étima a 70°C.
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