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RESUMO

O reaproveitamento de residuos agroindustriais como fontes de carbono e de
nitrogénio tem sido investigado na area de biotecnologia para producdo de enzimas
por micro-organismos. Dentre as enzimas microbianas importadas no Brasil, as
proteases sdo aplicadas no processamento tecnoldgico de detergentes, farmacos,
cosmeéticos, alimentos, dentre outros. O objetivo deste trabalho foi produzir
proteases por cultivo submerso utilizando residuos agroindustriais. A determinacao
da atividade proteolitica ocorreu na presenca de azocaseina a 0,2 %. Cultivos
submersos de culturas isoladas de Bacillus sp. foram realizados em frascos de
Erlermeyer. A atividade méxima de proteases foi determinada na presenca de
milhocina. A concentracdo do liquido metabdlico com atividade proteolitica por
ultrafiltracdo reteve cerca de 80 % da atividade inicial. Um planejamento
experimental fatorial foi realizado para investigar a estabilidade do liquido
metabdlico. A maior atividade proteolitica média do liquido metabdlico livre de
células (196 U/mL) foi determinada na presenca de sorbato de sédio a 0,5 %, cloreto
de célcio a 0,5 %, glicerol a 7,5 % e polietilenoglicol-200 a 0,5 %. O extrato
enzimatico formulado reteve 68 % da atividade proteolitica com 10 dias de
armazenamento a temperatura ambiente (28 °C). O retentado com atividade
proteolitica apresentou pH 6timo 9 e 11 e retencdo de 90 - 100 % da atividade
durante 90 min em pH 6timo; a temperatura 6tima foi 50 “C e a estabilidade térmica
méaxima a 40 °C durante 30 min a pH 11. A formulacdo de liquido metabdlico
concentrado com atividade proteolitica que apresenta estabilidade térmica em pH

alcalino € um bioproduto que pode ser utilizado como aditivo em detergentes.

Palavras-Chave: proteases, residuos agroindustriais, Bacillus sp., cultivo submerso.



ABSTRACT

The reuse of agro-industrial waste as sources of carbon and nitrogen has been
investigated in biotechnology for the production of enzymes by microorganisms.
Among the microbial enzymes imported into Brazil, the proteases are applied in
technological processes in the fields of detergents, pharmaceuticals, cosmetics, food,
among others. The aim of this work was to produce proteases by submerged
cultivation in the presence of agro-industrial waste. The determination of proteolytic
activity was in the presence of 0.2 % azocasein. Submerged cultivation of Bacillus
sp. strains isolated were carried out in Erlermeyer flasks. The maximum protease
activity was determined in the presence of corn steep liquor. The concentration of the
liquid metabolic by ultrafiltration of the metabolic liquid with proteolytic activity
retained 80% of the activity. A factorial experimental design was carried out to
investigate the stability of the metabolic liquid. The maximum proteolitic activity of the
liquid metabolic cell-free (196 U/mL) was determined in the presence of 0.5 %
sodium sorbate, 0.5 % calcium chloride, and 7.5 % of glycerol and
polyethyleneglycol-200. The enzyme extract formulated retained 68 % of the
proteolytic activity after 10 days at storage at room temperature (28 °C). The
retentate with proteolytic activity showed optimum pH 9 and 11 and retention 90 - 100
% of the activity for 90 min at optimum pH; the optimum temperature was 50 "C e the
maximum thermal stability was at 40 °C for 30 min at pH 11. The formulation of
metabolic liquid concentrate with proteolytic activity which has thermal stability at
alkaline pH is a bioproduct which can be used as an additive in detergents.

Keywords: proteases, agroindustrial waste, Bacillus sp., submerged cultures.
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CAPITULO 1

1.1 INTRODUCAO

A biotecnologia atua em diversos setores industriais por meio de técnicas
inovadoras para producdo de bioprodutos e servicos; na area de saude, pela
evolucdo no tratamento de doencas com uso de novos medicamentos; no
desenvolvimento e melhoria da produgdo de alimentos, na preservacdo do meio
ambiente pela utilizacdo sustentdvel da biodiversidade com multiplicacdo e
reproducdo de espécies vegetais, animais e microbianas, além da recuperacdo e
tratamento de residuos e efluentes (BON et al., 2008).

Os micro-organismos sdo responsaveis por grande parte dos produtos
biotecnolégicos comercializaveis por possuirem baixo tempo de duplicagdo,
facilidades de cultivo e de manipulacdo genética. Esses organismos consomem
substratos, durante os processos de crescimento e de reproducdo com producao de
material celular e substancias de elevado valor econdmico. Dentre os produtos
sintetizados pelos micro-organismos, as enzimas apresentam elevado potencial de
aplicacdo biotecnoldgica em diversas areas (OLIVEIRA et al., 2007).

Estudos realizados em 2005 mostraram que a balanca comercial brasileira
apresenta saldo negativo de 72 % em relacdo ao mercado internacional de enzimas.
O Brasil participa apenas com 3,7 % do total de enzimas comercializadas no planeta,
importando 86% desse total e exportando apenas 14 % dessa fracdo (BON et al.,
2008).

As proteases microbianas constituem um dos mais importantes grupos de
enzimas de aplicacdo industrial, suprindo quase 60 % do mercado de enzima
mundial. As aplicacbes dessas enzimas abrangem formulacées de detergentes,
producédo de alimentos e bebidas, processamento de couro e pele, amaciamento de
carnes, dentre outros (DELATORRE et al., 2009). A literatura mostra que uma
proporcao grande de proteases comercialmente disponivel € derivada do cultivo de
Bacillus (GUPTA et al., 2002; FELIX, NORONHA, MARCO, 2004).
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Segundo Bon et al. (2008), o Brasil possui uma variedade de matérias-primas
renovaveis passiveis de transformacdes por via enzimética, em produtos Uteis e de
maior valor agregado. A utilizacdo desses recursos associados a aplicacdo de
tecnologias para a producao de enzimas em larga escala, responde as demandas de
carater tecnologico, mercadologico e de preservacdo ambiental. Considerando que,
aproximadamente 30 a 40 % do custo envolvido na producdo de metabdlitos
microbianos estao relacionados aos nutrientes empregados para o crescimento dos
micro-organismos, a producdo de proteases deve ser investigada, utilizando-se
residuos agroindustriais nos meios de cultura.

Considerando o potencial dos micro-organismos para obtencdo de produtos
de valor agregado, associado a producdo de enzimas a partir de matéria-prima de
baixo custo, buscou-se nesse trabalho, produzir proteases reaproveitando residuos

agroindustriais.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Produzir proteases por Bacillus sp. sob cultivo submerso, reaproveitando

residuos agro-industriais.

1.2.2 Objetivos especificos

Caracterizar a composicéo fisico-quimica de residuos agroindustriais;
determinar atividade proteolitica;
selecionar cultura de Bacillus sp. produtora de proteases;

selecionar fontes de carbono e de nitrogénio para producao de proteases a
partir de residuos;

investigar a relacdo carbono/nitrogénio na producéo de proteases;
produzir proteases sob cultivo submerso por Bacillus sp.;
avaliar o processo de separacéo de proteases por membrana filtrante;

avaliar os efeitos de pH e de temperatura na estabilidade da atividade

proteolitica do liquido metabdlico livre de células;

investigar a estabilidade do liquido metabdlico com atividade proteolitica para

aplicacao industrial por planejamento fatorial,

investigar a vida util do produto enzimatico formulado.
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1.3 REVISAO DE LITERATURA

1.3.1 Micro-organismos

A utilizagdo de micro-organismos para producdo de enzimas apresenta varias
vantagens nos processos biotecnologicos: ndo ha flutuacbes sazonais devido a
condicbes climaticas adversas; producdo de amplo espectrode enzimas
de diferentes caracteristicas com relacdo a pH eresisténcia a elevadas
temperaturas; facil manipulacdo fisiologica; além da otimizacdo de selecdo de
mutantes, de inducdo e de transferéncia de genes, além de condicbes de
crescimento microbiano pela engenharia genética (SMITH, 2004).

O género Bacillus (familia Bacillaceae) € heterogéneo conforme estudos
genéticos do acido ribonucleico ribossémico (ARNr 16S e 23S). Em nivel genotipico,
as espécies apresentam diferentes metabolismos de agUcares e composicdo da
parede celular variavel. As condic¢es fisioldégicas do cultivo de espécies de Bacillus
sdo adversas quanto a temperatura, pH, salinidade, degradacéo de acucares. Essas
bactérias sdo quimiorganotréficas com metabolismo respiratério e fermentativo
(PELCZAR et al., 1996).

O género Bacillus apresenta 217 espécies e 4 subespecies (EUZEBY, 2011).
Essas bactérias estdo amplamente distribuidas no ar, na agua e principalmente no
solo onde desempenham um papel importante no ciclo do carbono e do nitrogénio;
sdo saprofitas e poucas espécies sdo patogénicas para 0s seres Vivos, sendo a
espécie mais patogénica, o Bacillus anthracis, agente etiolégico do carbunculo
heméatico em animais e homem. Essa espécie foi utilizada como arma bioldgica cujo
altimo caso foi relatado em 2001, logo apds o ataque terrorista de 11 de setembro,
em que foram disseminados esporos dessa bactéria, por meio do sistema postal
americano (TRIVEDI, 2010).

O Bacillus thuringiensis sintetiza toxinas letais para insetos sendo produzido
em grande escala e comercializado no Nordeste em regifes cujo controle biologico
tem sido implementado. Bacillus subtilis produz antibiéticos e enzimas como
proteases, termolisinas, subtilisinas; essas bactérias também sdo produtoras de

bacteriocinas que sdo agentes antimicrobianos naturais aplicados na conservagao
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de alimentos. Bacillus licheniformis sdo produtores de proteases e de bacteriocina
com potencial aplicacdo na area veterinaria. Bacillus amyloliquefaciens é um
produtor de enzimas (amilases, proteases), além de antifUngicos e antibacterianos;
tem sido aplicado no controle de fitopatbgeno, aumentando o rendimento da
producéo de soja (SCHULZ et al., 2005).

1.3.2 Enzimas

Enzimas sdo macromoléculas predominantemente protéicas, imprescindiveis
a qualquer ser vivo, pois aceleram as reacdes quimicas que mantém e regulam os
processos vitais. A partir do século XX, elas passaram a ser extraidas de células
microbianas e a ocuparem também papel importante em produtos e processos
industriais por acelerar reacfes sob condicdes amenas de pressdo e temperatura
(SAID, PIETRO, 2004). Como catalisadores, as enzimas atuam em pequenas
quantidades e sao recuperadas no final do processo; néo realizam reacdes
energeticamente desfavoraveis, ndo modificam o sentido dos equilibrios quimicos,
mas aceleram sua realizacdo (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2005).

A atividade enzimética envolve a medida da velocidade de reacdo. Essa
atividade depende da estrutura da proteina, isto €, do numero de cadeias peptidicas
e arranjo dessas cadeias na molécula, da natureza do substrato e do grupo
prostético, dentre outros fatores (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2005). Existe uma
correlagcdo entre a estrutura das proteinas ou peptideos que fazem parte da
molécula enzimatica e suas propriedades bioldgicas, resultando em especificidades
extraordinariamente elevadas e reproduziveis. Segundo a Enzyme Commission,
“‘uma unidade (U) de atividade é a quantidade enzima que catalisa a transformacao
de 1 pmol de substrato ou a formagédo de 1 pmol de produto por minuto”, nas
estabelecidas condi¢cdes do ensaio (temperatura, pH, concentracdo de substrato). A
atividade especifica é expressa em termos de atividade por miligrama de proteina
(U/mg). A atividade enzimética pode ser medida em condi¢des tais que permita que
a velocidade de reacdo seja maxima, o que significa que o substrato [S] deve estar
em concentracdo elevada, de modo a permitir que toda enzima [E] esteja
complexada ao substrato [ES]. Nesse caso a velocidade [v] da reacéo, proporcional
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a concentracdo enzimatica, sera também proporcional ao complexo ES; sendo
expressa pela equacgao: v = k [E] = k [ES] (PINTO, 2009).

O modelo alostérico explica quantitativamente como a atividade de certas
enzimas pode ser regulada pela ligacdo de pequenas moléculas e isto serviu de
base para entender muitas caracteristicas de controle de enzimas na célula. Uma
importante caracteristica do modelo alostérico € a ligacdo de estruturas as enzimas,
induzindo mudancas estruturais (VOET, 2008).

Um conjunto intermediario de enzimas apresenta especificidade de grupo,
como as hexoquinases, que catalisam a fosforilacdo de uma variedade de acucares
contanto que sejam aldohexoses. A especificidade absoluta é o tipo de
especificidade exclusiva, isto é, quando uma enzima atua somente sobre um
determinado composto, como a urease que hidrolisa a uréia, mas nenhum de seus
derivados, ou a tripsina, que hidrolisa apenas ligacfes peptidicas formadas por
grupos carboxilicos dos aminodcidos bésicos. Outro aspecto importante da
especificidade das enzimas é a sua estereoespecificidade com relacado ao substrato.
Uma enzima pode ter uma especificidade 6tica em relacdo aos isbmeros D e L dos
aminoacidos. A maioria das enzimas hidrolisa apenas ligac6es peptidicas de L-
aminoacidos, o que deveria ser esperado, jA que as proteinas enzimaticas séo
constituidas por L-aminoacidos e tém conformagdes determinadas (VOET, 2008).

Na classificacdo das enzimas, as hidrolases catalisam reacfes na presenca

da agua, estando entre elas, as enzimas proteoliticas e amiloliticas.

1.3.3 Cinética enzimética

A andlise quantitativa do efeito de cada um dos fatores que influencia a
atividade enzimatica avaliada através do aumento ou reducdo da velocidade da
reacdo catalisada € estudada como cinética enzimatica. Ela depende da
concentracdo da enzima, concentracdo de cofatores, concentracdo e tipo de
inibidores (quando presentes) e ainda pH, temperatura e for¢a ibnica (MARANGONI,
2003)

Sob determinadas condicfes, a velocidade de transferéncia do substrato em
produto € proporcional a quantidade de enzima. Desvios da linearidade podem

ocorrer devido a presenca de inibidores na propria solu¢cdo de enzima, presenca de



ALVES-NETO, J. C. Producao de proteases por Bacillus sp. sob cultivo submerso...
16

substancias téxicas, presenca de um ativador que dissocia a enzima e limitacoes
impostas pelo método de andlise. A fim de se evitar o efeito causado por esses
fatores, recomenda-se utilizar nos ensaios cinéticos enzimas com elevado grau de
pureza, substratos puros e método de analise confiavel (GIONGO, 2006).

Geralmente, as enzimas sao ativas numa faixa restrita de pH e na maioria dos
casos ha um pH étimo definido. O efeito do pH sobre a afinidade pode ser alterado,
utilizando-se elevadas concentragdes de substrato de modo a se saturar a enzima
em todos os valores de pH. O efeito do pH sobre a enzima deve-se as variacées no
estado de ionizacdo dos componentes do sistema a medida que o pH varia. Como
as enzimas sao proteinas contém muitos grupos ionizaveis e existem em diferentes
estados de ionizag&o; por isso, a atividade catalitica é restrita a uma pequena faixa
de pH (HARTMEIER et al., 2005). A atividade da enzima deve ser entdo medida no
pH 6timo. A estabilidade de uma enzima ao pH depende de muitos fatores como
temperatura, forca ibnica, natureza quimica do tampdo, concentracdo de Varios
preservativos (por exemplo, glicerol, compostos sulfidricos), concentracdo de ions
metalicos contaminantes, concentracdo de substratos ou cofatores da enzima e
concentracdo da enzima (REGINATO, TEIXEIRA, 2009).

A maioria das reacbes quimicas se processa a uma velocidade maior a
medida que a temperatura aumenta. Por serem as enzimas proteinas, a atividade
desses biocatalisadores € altamente dependente da temperatura. O efeito da
temperatura de uma enzima depende de um nimero de fatores que incluem o pH, a
forca idnica do meio e a presenca ou auséncia de ligantes. Os substratos
frequentemente protegem a enzima da desnaturagédo pelo calor. No processo de
desnaturacao térmica ocorre a perda da atividade biolégica da enzima. Toda enzima
tem uma temperatura 6tima, ou seja, € a temperatura maxima na qual a enzima

apresenta a maior atividade por um periodo de tempo (GIONGO, 2006).

1.3.4 Proteases
As proteases ou enzimas proteoliticas catalisam reacfes de hidrélise das
ligagbes peptidicas das proteinas. Essas enzimas podem ser classificadas em

exopeptidases, quando catalisam reacfes de hidrélise das proteinas nas
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extremidades das cadeias protéicas, ou em endopeptidases, quando catalisam
reacOes de hidrélise das ligacdes peptidicas internas as moléculas de proteinas.
Na classificacdo das proteases em funcdo das caracteristicas quimicas do
centro ativo dessas enzimas, as proteases sao denominadas de:
e serina protease — presenca de serina;
e SH protease - contem grupo sulfidrila;
¢ metalo protease - contem metais (Mg, Zn, Co, Fe, Cu, Ni, Cd);
e protease acida - em geral, o centro ativo possui grupo carboxila e o pH 6étimo
de atividade é em torno de 2 a 5 (CARVALHO, 2007).

A maioria das enzimas usadas em escala industrial € extracelular, para as
quais as técnicas de separacdo nos meios de cultivos sdo simples, embora se
encontrem sob forma muito diluida.

A tabela 1 ilustra aplicacdes de proteases produzidas por vegetais, animais e

micro-organismos.

Tabela 1 Aplicacdes de proteases microbianas

Aplicacdes Proteases

Panificacdo, massas e biscoitos - modificacdo da Papaina, bromelina

viscosidade e da textura da massa

Cerveja - estabilidade ao frio Pepsina gastrica, papaina
Limpeza - remogéo de manchas Bactérias, fungos, pancreas
Peles e couros - remoc¢ao da elastina Bactérias, fungos, pancreas
Carnes — amaciamento Papaina, bromelina

Queijos - formacéao de coalhada e flavorizante Renina, fungos

Alimentos protéicos - obtencao de hidrolisados Bactérias, pancreas

Fonte: Adaptada do NOVOZYMES (2010)

Quase um terco das enzimas conhecidas requerem um componente nao
protéico para sua atividade, denominado de cofator; no caso das proteases, ions

célcio (Ca*?) sdo requeridos como cofator.
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As caracteristicas das enzimas com relacdo a pH variam bastante; valores de
pH 6timos e estabilidade de proteases aplicadas em alimentos estdo ilustrados na
tabela 2. Enquanto as proteases de origem vegetal (bromelina, papaina) apresentam
pH otimo 7 — 8, a pepsina de origem animal tem pH 6timo 2,0. Por outro lado,
proteases bacterianas produzidas por Bacillus subtillis tem pH étimo em meio bésico,
na faixa de 7 a 11.

Do ponto de vista tecnoldgico, as endopeptidases sdo as mais utilizadas nos
processamentos de alimentos, e em alguns casos sua ac¢do é complementada com
exopeptidases. As serinas protease tém maximo de atividade em pH alcalino, a
cisteinaprotease geralmente apresenta maxima atividade em pH préximo do neutro,
e a aspartico protease tem uma atividade catalitica maxima a pH acido. As metalo
proteases contém um metal essencial, usualmente zinco, e tém o6tima atividade em
pH proximo do neutro. fons de célcio estabilizam estas enzimas, e agentes
quelantes, como EDTA, as inibem (NOVOZYMES, 2010).

A tabela 2 apresenta as fontes produtoras de enzimas o pH 6timo para a

atividade enzimatica e também a estabilidade ao pH.

Tabela 2 Caracteristicas de proteases

Nome Procedéncia pH 6timo Estabilidade
ao pH
Proteases animais
Protease pancreatica Pancreas 9,0 3-5
Pepsina Mucosa estomacal 2,0 55-6,0

Proteases flngicas

Protease neutra Aspergillus oryzae 55-75 7
Protease alcalina Aspergillus oryzae 6-95 7-8
Protease Mucor pusillus 3,5-45 3-6
Proteases bacterianas
Protease alcalina lisina Bacillus subtilis 7-11 7,5
Lisinaprotease neutra Bacillus
termoproteolyticus 6-9 6-8

Fonte: Adaptada do NOVOZYMES (2010).
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1.3.5 Residuos industriais

O reaproveitamento de residuos agroindustriais como fontes de carbono e de
nitrogénio, além de fornecer sais minerais tem sido frequentemente investigados em
pesquisas cientificas na area de biotecnologia onde micro-organismos sao
manipulados em processos tecnoldgicos na presenca de potenciais substratos de
baixos custos para producao de enzimas.

Na fabricacdo de queijos, aproximadamente, 80 % do volume de leite
processado corresponde a soro de leite, também denominado de soro de queijo. No
Brasil, sdo produzidos cerca de 1.000.000 t/ano de soro de leite cujo
reaproveitamento deve ser incentivado para diminuir o lancamento em recursos
hidricos que contribui para o aumento da poluicdo ambiental (1998, apud
FERREIRA, MOSQUIM; LADEIRA et al., 2010).

A agua de maceracdo de milho, denominada de milhocina, provém
principalmente da fabricacdo de Oleo de milho e constitui uma fonte rica de
carboidratos, peptideos, aminoacidos, minerais, vitaminas, dentre outros nutrientes
(LADEIRA et al., 2010). A composi¢cdo desse residuo € variavel, dependendo da
origem da matéria-prima e de seu processamento. Uma composicdo tipica de
milhocina esta apresentada na tabela 3. Dentre os compostos, encontram-se as
proteinas em elevada concentracdo (41 %), sendo esse residuo, por conseguinte,
uma excelente fonte de nitrogénio, além de fontes de carbono (acido latico e
acucares), atingindo 29 % (1999, apud AKHTAR; NASCIMENTO, MARTINS, 2006).

O melagco é um subproduto da industria sucro-alcooleira a partir da cana-de-
acgUcar (tabela 4). E rico em carboidratos (49 %) embora apresente um pequeno
percentual de nitrogénio (0,58 %). Consequentemente, é necessario que se adicione
fonte de nitrogénio no reaproveitamento desse subproduto em meios de cultivo de
micro-organismos. O conteudo de sais minerais, cerca de 10 %, & outro constituinte
quimico que favorece o crescimento microbiano; os metais presentes podem atuar
como cofatores de enzimas (DELATORRE et al., 2009).
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Tabela 3 Composic¢éo tipica de milhocina

Caracterizacao Valor
Umidade 49,0 %
pH 3,9
Proteina 40,8 %(p/p)
Acido lactico 16,0 %(p/p)
AcuUcares redutores 12,8 %(p/p)
Outros componentes 30,4 %(p/p)

Fonte: Adaptada de Akhtar et al. (1998).

Tabela 4 Composic¢ao fisico-quimica do melago de cana-de-acgucar

Componentes Concentracéo
(%)
Glicidios redutores em glicose 14,72
Glicidios ndo redutores em sacarose 33,78
Nitrogénio 0,58
Fosforo 0,015
Potassio 1,63
Umidade 9,10
Cinzas 9,98

Fonte: Dalatorre et al. (2009)
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O p6 da folha de macaxeira se constitui em uma excelente fonte protéica,

além de apresentar vitaminas A, C e do complexo B, ferro e calcio. Apesar do seu

potencial como fonte protéica, as folhas de macaxeira apresentam compostos

cianogénicos que podem inviabilizar o consumo, tanto na alimentacdo humana

quanto animal. Em relacdo ao conteudo de minerais analisados por 100 g (tabela 5),

a folha apresentou teores baixos de célcio, ferro e zinco (BARBOSA, 2006). A
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composicao quimica da parte aérea da folha de macaxeira fresca, desidratada ao sol

e ensilada esta descrita na tabela 5.

Tabela 5 Composi¢éo quimica da folha de macaxeira

Componentes Desidratada Ensilada
Fresca
Matéria Seca 25,95 89,00 31,99
Proteina Bruta 14,99 10,84 11,50
Fibra em 42,53 49,81 48,85
detergente
Gordura 2,44 2,96
2,66
Caélcio 1,34 1,12
1,21
Fdsforo 0,17 0,14
0,21

Fonte: Carvalho (1983)

1.3.6 Processo de producao de enzimas

Processos microbianos industriais podem utilizar meios de composicao
quimica definidos os quais, ndo sdo comercialmente econdmicos em se tratando de
producdo de produtos visando uma escala industrial. Os meios de composi¢cao
complexa, utilizados na maior parte dos processos, empregam matérias-primas
industriais, provenientes principalmente do setor agricola (BON et al., 2008).

Os processos microbianos de producéo de enzimas ocorrem basicamente em
cultivo submerso quando as células produtoras se desenvolvem em meio de cultivo
liguido. Nos cultivos microbianos, a adicdo de residuos industriais, por ser de origem
complexa, pode modificar a fisiologia do micro-organismo, isto €, o0 comportamento
do micro-organismo. Em funcdo disso, o cultivo em meio liquido pode apresentar
turvacdo, crescimento em peliculas (ou biofilme) ou em depdsitos, dentre outros
(PELCZAR, CHAN, KRIEG, 1996).

Os biofilmes sé&o definidos como comunidades de micro-organismos

imobilizados conjuntamente numa matriz de substancias poliméricas extracelulares
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de origem microbiana. As vantagens de uma célula bacteriana de se encontrar
contida num biofilme séo relacionadas a prote¢cdo contra agentes agressivos. A
maioria das caracteristicas atribuidas ao crescimento microbiano em biofilmes pode
ser explicada por fendmenos de transferéncia de massa. Nos biofilmes, agregados
microbianos sdo ambientes densamente empacotados onde o fluxo de liquido é
limitado o qual interfere negativamente durante o cultivo microbiano com relacéo a
assimilacdo de nutrientes. Por conseguinte, a producdo de enzimas pode ser
limitada quando ha formac&o de biofilmes. Por outro lado, em culturas de células
livres, o transporte de solutos do meio liqguido (normalmente bem homogeneizado)
para uma célula, ou vice-versa, € um processo relativamente rapido, nao
constituindo um passo limitante na totalidade dos bioprocessos que ocorrem na
célula (XAVIER et al., 2006).

Em escala industrial, exoenzimas como as proteases alcalinas, sao
produzidas em meios de cultura complexos, contendo residuos industriais e outros
substratos. No entanto, sua otimizacdo é de grande importancia para viabilizar o
desenvolvimento de tecnologia em paises importadores (LADEIRA et al., 2010). O
uso de substratos de baixo custo, como residuos agroindustriais, tem sido uma
alternativa para reduzir os custos de producéo.

A tabela 6 apresenta de forma esquematizada, micro-organismos produtores
de proteases utilizando residuos, caracteristicas e atividades das proteases com as
respectivas referéncias dos trabalhos publicados.

Segundo Delatorre et al. (2009) e Nascimento e Silva (2007), os Bacillus de
modo geral produzem maior quantidade de proteases ao final da fase exponencial
de crescimento. Uma vez que a sintese de proteases esta relacionada com elevada
taxa de renovacdo de proteinas durante a esporulacdo, fatores que afetam a
esporulacdo, como condi¢cdes de estresse causadas pela reducdo da concentracao
de nutrientes, tensdo de oxigénio ou composi¢do do meio, podem ter grande efeito
na produgcdo dessas enzimas. Os resultados obtidos por Liu et al. (2010),
evidenciaram que ap6s 72 h de cultivo, foi produzido 1,2 U/mL de préteses na
presenca de farinha de soja e glicerol.
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Segundo Delatorre et al. (2009), o aumento da concentracdo de melaco de
cana-de-acucar até 0,3 % favoreceu o crescimento do Bacillus sp. (SMIA-2), assim
como a producédo de proteases. Entretanto, 0 meio que proporcionou a obtencéo de
maiores niveis de atividade da enzima apresentou 0,1 % (v/v) de proteinas do soro

de leite, 0,2 % (v/v) de agua de maceracao de milho e 0,5 % do melaco.

Tabela 6 Caracteristicas de proteases produzidas por Bacillus em residuo industrial

Micro- Residuo T pH Atividade Fonte
organismo (°C) maxima
Bacillus Amido de milho e farelo 37 7,0 1350 U/mL  RAMNANI et al.,
de soja 2005
Bacillus sp. Farelo de arroz 50 9 34 U/mL NAIDU, 2005
Bacilus Torta de soja e torta de 37 7,4 12 U/mL SOARES et al.,
subtilis babacu 2005
Bacillus sp. Soro de leite e 4gua de 70 7,5 70 U/mg NASCIMENTO,
maceracao de milho 2006
Bacillus sp. Agua de maceracio e 50 7,5 59,2 U/mg NASCIMENTO,
(SMIA-2) soro de leite 2007
Bacillus Peptona, extrato de carne 37 7,5 102 U/mg POTUMARTH,
licheniformis e extrato de levedura 2009
Botrytis Glicose, amido de milho, 28 6,5 1017 U/mL ABIDI, 2009
cinérea arroz, batata e lactose
Bacillus sp. Melaco, soro de leite e 50 7,5 27,8U/mg DELATORRE et
(SMIA-2) Agua de maceracao de al., 2009
milho
Bacillus sp. Pectina de maca, sorode 50 7,5 55 U/mg LADEIRA et al.,
(SMIA-2) queijo e milhocina 2010

Streptomyces Farinha de soja e glicerol 28 7,0 1,2 U/mL LIU et al., 2010

Meios de cultura com elevado percentual de proteinas, como o soro de leite,
possuem indutores para producdo de proteases. A utilizacdo de proteases em
formulacOes de detergentes requer que essas enzimas possuam elevada atividade e
estabilidade em uma ampla faixa de pH e temperatura, que sejam efetivas em baixas
guantidades (0,4 - 0,8 %) e compativeis com varios detergentes comerciais
(NASCIMENTO, MARTINS, 2006).

A utilizacdo da glicina juntamente com ions calcio resultou em aumento da
estabilidade enzimatica (NASCIMENTO, 2006). O ion calcio possui importante efeito
estabilizador de proteases, enquanto o fosfato de potassio quando tem sua
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concentracdo reduzida aumenta a atividade da protease (NASCIMENTO, SILVA,
2007).

Segundo a literatura, para o crescimento de qualquer micro-organismo, O
substrato deve atender as suas necessidades nutricionais e energéticas (carbono,
hidrogénio, oxigénio e nitrogénio). Por exemplo, um meio contendo o melaco de
cana-de-agucar deve ser enriquecido com sais de amonio (nitrogénio inorganico) ou
com extrato de levedura (hidrolisado protéico), considerando o pequeno percentual

de fonte de nitrogénio que esse residuo apresenta (tabela 4).

1.3.7 Ultrafiltracéo

Os processos de filtracdo tangencial por membranas tém sido utilizados na
biotecnologia. A ultrafiltracdo € um dos processos, em que a forca diretriz € a
diferenca de pressdo através da membrana. E um método de concentracdo
bastante utilizado com finalidade de recuperar, além de concentrar gorduras,
emulsdes, coldides e proteinas, que sdo utilizadas como aditivos em diversos
produtos industriais. Essa técnica aplicada na producdo de enzimas produz um
concentrado protéico que favorece a estabilidade da atividade, além do transporte e
acondicionamento do bioproduto, o que viabiliza a sua utilizagdo por diminuir os
custos com frete e facilitar o manuseio (PEPPIN, ELLIOT, 2001; FRANCO, 2006).

Na ultrafiltracdo, o fluxo de entrada é separado em dois fluxos de saida,
conhecidas como permeado e retentado. O permeado é a fracdo que atravessa a
membrana semi-permeavel e o retentado é a fracdo enriquecida com os solutos ou
sélidos suspensos que nao atravessam a membrana. A figura 4 ilustra a técnica de
ultrafiltracdo visando concentrar proteinas contidas num meio liquido (FRANCO,
2006).

As membranas de ultrafiltracdo séo classificadas pela massa molar de corte
(MMC). A MMC de uma membrana de ultrafiltracdo é definida como a massa molar
para a qual 90% dos solutos com massa molar igual séo retidos pela membrana. A
ultrafiltracdo abrange uma faixa de 1 a 100 kDa de MMC (FERNANDEZ, 2009).

A funcdo da membrana é atuar como barreira seletiva, permitindo a

passagem de certos componentes e retendo outros componentes na mistura. A
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seletividade da membrana esta relacionada as dimensfes da molécula ou particula,
ao tamanho do poro, a difusibilidade do soluto na matriz e as cargas elétricas
associadas (FRANCO, 2006).

Figura 1 Representacdo de ultrafiltracdo por membrana filtrante
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Fonte: FRANCO, 2006

Os processos de separacdo com membrana como a microfiltracao,
ultrafiltracdo, nanofiltracdo e osmose inversa se diferenciam dos processos classicos
de filtracdo por utilizar meios filtrantes (membranas) com poros cada vez menores,
0s quais utilizam a diferenca de pressao como forca motriz (HABERT, BORGES,
NOBREGA, 2003).

A ultrafiltracdo € utilizada na concentragcédo e fracionamento de proteinas,
recuperacdo de pigmentos e recuperagdo de Oleos. Durante o processo de
ultrafiltracdo é aplicada uma forca motriz de 1 a 7 atm. Por exemplo, quando o
material retido for coléides e macromoléculas de massa molar maior que 5 kDa, 0
material permeado, sdo a agua (solvente) e sais solUveis de baixa massa molar,
menor do que a porosidade da membrana (FRANCO, 2006).

Brido (2007) avaliou o uso da ultrafiltracdo para a remocéo de nutrientes
em efluentes de industrias de laticinio. Para tanto, utilizaram membranas tubulares e

espiraladas que apresentavam diferentes tamanhos de poros, constituidas de
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fluoreto de polivinilideno ou de polietersulfona. Os resultados indicaram eficiéncia de
remocdo de DQO (proximo a 75 %), de proteinas (acima de 90 %) e de gorduras
(acima de 90 %).

1.3.8 Estabilizacdo de liguido metabdlico com atividade proteolitica para

aplicacao industrial

Diversas técnicas sao utilizadas visando a estabilizacdo de um produto
enzimatico. A ultrafiltracdo por membrana, concentrando o produto final com
atividade catalitica estabiliza a conformacdo da proteina. Outras estratégias séo
também utilizadas: procura de enzimas com alta estabilidade natural, melhoramento
genético de micro-organismos produtores de enzimas, adicdo de agentes
estabilizadores (formulacédo), modificacdo quimica, além de encapsulamento em
géis, fibras e micélios (BUXBAUM, 2011).

A formulacdo de produtos biotecnoldgicos liquidos € mais complexa do que a
dos produtos sdlidos porque os compostos interagem entre si. Para estabilizar
metabdlicos liquidos obtidos de cultivos microbianos, inimeros fatores interferem na
formulacéo devido a presenca de varias enzimas (ILLANES, 2008).

A formulacao de enzimas inclui varias etapas: eliminacdo de substancias e ou
organismos indesejaveis, estabilizacdo e normatizacdo. A primeira etapa envolve
ajuste de pH, eliminacédo de endotoxinas, acidos nucléicos, além de organismos que
podem contaminar o produto final, interferindo na “performance” da enzima. O
extrato enzimatico pode ser formulado no estado liquido concentrado e ou purificado
e no estado sdlido que tem varias vantagens no manuseio, transporte por manter
a vida util maior do produto final. Por outro lado, a preparacdo liquida apresenta
custos menores por evitar a etapa de secagem (ILLANES, 2008).

O teor de agua presente no produto formulado influencia na estabilidade de
enzimas. A concentracdo de liquidos metabdlicos por ultrafiltragdo favorece a
estabilidade da atividade enzimatica (NOVOZYMES, 2002).

A literatura recomenda a utilizacdo de conservantes como formol e sorbato de
sédio para inibir de crescimento do micro-organismo durante o armazenamento a

temperatura ambiente. A adicdo de substancia como glicerol, sorbitol e
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polietilenoglicol, além dos substratos das enzimas ao liquido metabdlico livre de
células concentrado, aumentam as atividades enzimaticas (ILLANES, 2008).

Na formulacdo de biodetergentes a serem comercializados recomenda-se a
adicdo de proteases e o inibidor correspondente e no final, acrescentar as outras
enzimas (lipases, amilases), evitando a acao proteolitica sob as mesmas. Ressalta-
se a adicdo de Ca™ como indutor das proteases para aumentar a atividade
proteolitica (LUZ, 2007).

A estabilizacdo das enzimas na presenca do substrato ocorre através de
interacdes entre o grupo carboxila e grupo amino da proteina. A temperatura, pH e
agentes desnaturantes interferem na estabilidade da molécula ou na sua funcao
biolégica (BUXBAUM, 2011)

A reversibilidade na desnaturacdo de enzimas pode ocorrer pela remocao de
agentes ou pelas mudancas em condi¢des de conservacdo (FERNANDEZ, 2009).
lyer (2008) formulou proteases na presenca de 40 % de glicerol cujo produto reteve
100 % de atividade proteolitica ap6s 23 dias de incubacéo a 33 °C.
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2.1 INTRODUCAO

Os micro-organismos sdo as principais fontes de enzimas industriais e
especiais. Esses agentes microbiologicos possuem baixo tempo de duplicacéo,
facilidade de cultivo e de manipulacdo genética com producdo de compostos de
interesse industrial pelo consumo de substratos (BON et al., 2008).

As enzimas, macromoléculas predominantemente constituidas de proteinas,
sdo biocatalisadores indispensaveis a qualquer ser vivo uma vez que as mesmas
sdo responsaveis por acelerar reacbes quimicas que mantém e regulam os
processos vitais. Com os avancos cientificos e tecnoldgicos, as enzimas passaram a
exercer grande importancia nos processos industriais, substituindo os catalisadores
quimicos, uma vez que essas macromoléculas atuam em temperatura e pH brandos.
Além das vantagens econdmicas, visto que diminuiu o gasto de energia elétrica,
tempo, pressao, temperatura e corrosao dos tanques reacionais, colaborando para
sua maior preservacdo. A producdo de enzimas microbianas ndo depende das
intempéries climaticas além da enorme biodiversidade de micro-organismos
encontrados nos mais variados habitats (SAID, PIETRO, 2004).

O mercado mundial de enzimas industrial movimenta atualmente uma soma
consideravel de recursos que cresce anualmente desde a década de 80. As
hidrolases constituem a classe de enzima de maior uso industrial. Nesse grupo, as
proteases aparecem com destaque atingindo 75 % do total. As enzimas proteoliticas
encontradas em animais, vegetais e micro-organismos, sao amplamente distribuidas
no meio ambiente e atualmente representam grande importancia nas areas
econdmica e industrial (RAO, NARASU, 2007). As proteases microbianas possuem
caracteristicas proprias tais como estabilidade e grande perspectiva nas industrias
de detergentes e alimentos por facilidade de se controlar parametros como pH e
temperatura, além de grande eficiéncia na catédlise (MUKHTAR, HAQ, 2008). A
maioria das proteases microbianas sdo produzidas por bactérias do género Bacillus
(FELIX, NORONHA, MARCO, 2004)

O grande questionamento na utilizacdo de proteases esta ligado ao elevado
custo de obtencdo. Para viabilizar a producdo de enzimas de forma econbmica,
micro-organismos capazes de produzir de maneira mais eficiente sdo investigados

(UYAR et al., 2011). Visto que a matéria-prima do meio de producdo de qualquer
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enzima contribui de forma significativa no custo de producao, o reaproveitamento de
residuos como fontes de nutrientes € uma estratégia que deve ser investigada,
considerando as composi¢cdes quimicas ricas em fontes de carbono e de nitrogénio
(REGINATO, TEIXEIRA, 2009).

Um outro fator que contribui para o reaproveitamento de residuos em
processos biotecnologicos, € a crescente e diversificada geracdo de residuos nos
meios urbanos que tém causado problemas ambientais enfrentados em paises
industrializados (CAMPOS, 2006).

Considerando a quantidade crescente de residuos industriais no meio
ambiente resultante do crescimento industrial, a importagdo de enzimas no Brasil e o
aumento da utilizacdo desses biocatalizadores em processos biotecnoldgicos, este
trabalho investigou a producdo e estabilizacdo de proteases por amostras de

Bacillus sp utilizando residuos agroindustriais.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Micro-organismos

O isolamento das amostras de Bacillus sp. foi realizado a partir de larvicidas
comerciais e de uma cultura de actinomiceto (isolado de liquens da Amazonas)
contaminada. Essas amostras foram enriqguecidas em 50 mL de Caldo Nutritivo
(extrato de carne 5 g/L, peptona 10 g/L, cloreto de sodio 5 g/L) distribuidos em
frascos de Erlenmeyer de 125 mL e incubados a 37 °C sob agitagdo em orbital a 150
rpm. O pH do meio foi ajustado para 7,0 com solucdo de NaOH a 2 M. A técnica de
esgotamento por estrias em placas de Petri contendo o meio agar nutritivo (AN),
(extrato de carne 5 g/L, peptona 10 g/L, cloreto de sddio 5 g/L e Agar 15g/L), foi
utilizada para dispersar o material enriquecido apés 24 h de cultivo. As placas de
Petri foram incubadas em estufa a 37°C por 24 h. Colbnias isoladas foram
transferidas para caldo nutritivo com objetivo de realizar o re-isolamento nas
mesmas condi¢cfes de trabalho.

As colbnias re-isoladas de placas de Petri foram transferidas para tubos de
ensaio, contendo o meio AN inclinado, incubados a mesma temperatura. Os tubos
de culturas isoladas pura foram observadas macroscopicamente e
microscopicamente para confirmar a obtencdo de amostras de Bacillus sp. As
culturas puras isoladas de Bacillus sp. foram mantidas em AN sob refrigeracdo e

repicadas antes de iniciar os experimentos.

2.2.2 Caracterizacao de residuos agroindustriais
As determinacgdes fisico-quimicas foram realizadas segundo metodologia da
EMBRAPA (1997).

Umidade — a umidade dos residuos foi determinada através do equipamento Ultra-
X, KARL KOLB, ajustado a uma temperatura de 59,6 °C; a pesagem foi realizada
com o indicador da balanca de porcentagem zero (0 %); foi estabelecido o tempo de
secagem da amostra até estabilizar a temperatura. Durante o processo, foram

verificadas as leituras em quatro escalas de cores: a negra (0 a 25 %), a azul (25 %
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a 50 %), aamarela (0 % - 25 % + 50 % = 75 %) e a roxa (25 % + 75 % = 100 %). Os

resultados foram expressos em percentual.

pH — para 10 g de cada amostra, foram adicionados 25 mL de &gua destilada,
agitado com bastéo de vidro individual e apés uma hora foi determinado o pH em

potencidémetro.

Carbono organico — 0,02 g de cada amostra foi pesada em balanca analitica,
colocada em frasco de Erlenmeyer e aquecida, durante 5 minutos em placa elétrica;
em seguida, a amostra digerida, foi adicionada uma solu¢cdo de dicromato de
potassio, esfriada e adicionado: 80 mL de &agua destilada, 1 mL de &cido
ortofosférico e 3 gotas do indicador difenilamina; o material foi titulado com solucéo
de sulfato ferroso amoniacal 0,1 N até o desaparecimento da coloragdo azul e o
aparecimento da coloracédo esverdeada; o volume gasto foi utilizado para fazer os

céalculos.

Nitrogénio — segundo a técnica do micro-Kjeldahl, amostras dos residuos foram
trituradas, pesadas em balanca analitica; 0,4 g de cada amostra foi colocada em
tubos de ensaio e adicionado 15 mL da solucdo acida de sulfato de sédio; o material
foi digerido em bloco digestor na temperatura inicial de 120 °C, ajustando sempre a
temperatura até a completa destruicado da matéria organica (cor azul claro); depois o
material digerido foi esfriado, adicionado 25 mL de &gua destilada nos tubos, agitado
e adicionado 2 gotas de solucao de cloreto férrico; em seguida, foi distribuido 25 mL
da solucédo de sulfato de sédio em cada frasco de Erlenmeyer, acrescentando cinco
gotas do indicador misto; o material foi destilado com uma solucdo a 50 % de
hidroxido de sodio e sulfato de sddio para alcalinizar; em seguida, o material foi
titulado com acido sulftrico 0,01 mol/L até a mudanca de coloracéo (cor r0seo); 0s

volumes gastos na bureta foram utilizados para fazer os céalculos.
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2.2.3 Padronizacéo do in6culo

As culturas jovens de bactérias obtidas apdés 24 h de cultivo em meio AN
foram transferidas para frasco de Erlenmeyer de 125 mL, contendo agua estéril
cujas suspensdes de células foram utilizadas como indculos, quando apresentaram
10° UFC/mL, correspondente & absorbancia em torno de 0,8 em 660 nm. A
contagem em placa foi realizada pela técnica pour plate com o meio de cultura AN e

as colonias enumeradas com 12 h de cultivo a 28 °C.

2.2.4 Condigdes de cultivo submerso

A produgdo de proteases foi inicialmente realizada em meios utilizando
diferentes residuos industriais a 0,5 % em caldo nutritivo, em triplicatas. Em seguida,
experimentos foram realizados com a cultura de Bacillus sp selecionada, utilizando
apenas os residuos organicos isolados e combinados a 0,5 % em agua destilada.

Os meios de cultivo para investigacdo da producdo de proteases foram
autoclavados a 121 °C por 20 minutos, distribuidos em frascos de Erlenmeyer de
250 mL com volume util de 50 - 100 mL. Os cultivos foram inoculados com 10 % v/v
de in6culo padronizado e mantidos sob agitacdo orbital de 150 rpm, a temperatura
de 28 °C. Amostras do liquido metabdlico foram centrifugadas a uma velocidade
orbital de 5000 rpm por 10 mim para decantar as células suspensas. Os
sobrenadantes foram submetidos as determinacbes analiticas de pH

(potenciometria) e de atividade proteolitica.

2.2.5 Determinacdao de atividade proteolitica

O método de Leigton et al. (1973) foi utilizado para determinacéo de atividade
proteolitica na presenca de azocaseina 0,2 %, como substrato, em tampéo Tris-HCI
0,AM, pH 7,2. A metodologia foi modificada: 0,15 mL da amostra (liquido
metabdlico/enzima comercial) foi inoculada no substrato e incubada por 10 minutos a
37 °C, sendo a reacao interrompida pela adicdo de 0,5 mL de &cido tricloroacético
10%. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 8000 rpm, a 4 °C. Um
volume de 0,5 mL de cada sobrenadante foi transferido para cubetas contendo 0,5
mL de hidréxido de sbédio 1M. O ensaio foi realizado em duplicata e o branco,

preparado com o liquido metabdlico previamente desnaturado. As medidas de
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absorbancias foram realizadas em espectrofotometro a 440 nm durante 30 min e as
velocidades maximas das reacdes enzimaticas foram calculadas, utilizando o
EXCEL. Uma unidade de atividade proteolitica foi definida como sendo a quantidade
de enzima requerida para produzir uma variagdo de absorbancia igual a uma

unidade, sendo expressa em U/mL.

2.2.6 Ultrafiltracao

A ultrafiltracao foi realizada por membrana filtrante plana Ultracel-10 PLCGC
(Pellicon XL®), sendo o tamanho dos poros da membrana correspondente a 10 kDa
que de acordo com a referéncia comercial, a massa molar retida varia
aproximadamente de 18 a 60 kDa. O liquido metabdlico livre de células com
atividade proteolitica foi filtrado, utilizando uma pressdo na amostra de 2,5 bar. De
acordo com a recomendacéo técnica do manual da MILLIPORE, a membrana para
concentrar enzimas recomendada deve ter na sua composicao celulose regenerada
(PELLICON XL 50).

A amostra filtrada foi concentrada 2, 3, 4 e 5 vezes, separada em retentado
(concentrado) e permeado que foram utilizados para determinar a atividade
enzimatica. O liquido concentrado que reteve o maior percentual de atividade
proteolitica foi caracterizado e utilizado para investigar a formulacdo do produto final.
Nessa etapa, foi utilizado um sistema de ultrafiltracdo tangencial no laboratério da

Empresa Bioenzima (Caruaru, PE).

2.2.7 Caracterizacdo do extrato proteolitico

O pH 6timo da atividade do liquido metabdlico livre de células e concentrado
duas vezes foi determinado no retentado com 0,2 % de azo-caseina como substrato,
preparado em tampao Tris-HCI 0,1 M na faixa de pH de 8 a 11 . A determinacdo da
atividade enzimatica foi realizada conforme descrito anteriormente.

Para determinacéo da estabilidade ao pH, o liquido metabdlico livre de células
foi previamente ajustado com solu¢des tampdes com valores de pH, variando entre 8
e 11. Em seguida, aliqguotas foram retiradas para determinacdo da atividade
enzimatica apos incubagdo durante os seguintes intervalos de tempo 30, 60 e 90

minutos.
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A temperatura Otima para a atividade proteolitica do liquido metabdlico livre
de células foi determinada com o substrato preparado em tampao em pH 6timo. O
sistema de reacdo (substrato e liquido metabdlico concentrado duas vezes) foi
incubado em diferentes temperaturas entre 30 e 70 ‘'C, conforme descrito na
metodologia da atividade enzimatica.

A estabilidade da atividade enzimatica quanto a temperatura foi determinada
pela incubacdo do extrato enzimatico concentrado duas vezes a 40, 50 e 60 ‘C por
periodos de 30, 60 e 90 min. A atividade enzimatica foi determinada como descrito

anteriormente, em presenca de 0,2 % de azo-caseina sob pH étimo.

2.2.8 Formulacéo de liguido metabdlico concentrado com atividade proteolitica

Ao liquido metabdlico de Bacillus sp. livre de células e concentrado duas
vezes por membrana Millipore, foram adicionados: conservante microbiologico
(sorbato de sédio a 0,5 %), indutor de proteases (CaCl,. 2 H,O ) e aditivos quimicos
gue atuam como estabilizadores de enzimas, visando investigar a estabilidade por
10, 20 e 30 dias de armazenagem a temperatura ambiente de 28 °C. Um
planejamento fatorial em dois niveis com quatro repeticdes no ponto central foi

proposto para determinar o tempo de prateleira do produto final (tabela 1).

Tabela 1 Fatores e niveis do planejamento fatorial 2% para formulacédo

de liquido metabdlico com atividade proteolitica

Fatores Niveis
(%) -1 0 +1
CaCl,. 2 H,O 0,1 0,5 0,9
Glicerol (P.A.) 5,0 7,5 10,0

Polietilenoglicol (PEG-200) 0,0 5,0 10,0
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Caracterizagao de residuos agroindustriais

A tabela 2 ilustra os resultados das caracteriza¢des fisico-quimicas (carbono
e nitrogénio) de residuos organicos. Os residuos que apresentaram o maior teor de
carbono foram cevada (34,44 %p/p) e soro de leite (32,00 %p/p), enquanto os que
apresentaram maior teor de nitrogénio foram milhocina (32,54 %p/p) e soro de leite
(11,09 %). Devido aos valores mais elevados de carbono e nitrogénio, esses
residuos foram selecionados e utilizados nos meios de producéo de proteases, além
do melaco de cana-de-acucar devido a grande demanda desse residuo organico na
regido.

A milhocina € uma mistura complexa de compostos, predominando proteinas
na concentracdo de 20 %. Ressalta-se também a presenca de aminoécidos,
vitaminas e sais minerais que atuam como micronutrientes (DOMINGOS, 2009).

O residuo de cevada gerado na fabricacdo de cerveja tem sido utilizado como
suplemento na alimentacdo de gado e camardo. A fonte de carbono desse residuo é
constituida por 11 % de proteina bruta, 7 % de fibra e 1,3 % de material lipidico. A
proteina também é utilizada como fonte de nitrogénio pelos micro-organismos. Esse
residuo contém fosforo, varios aminoacidos, fundamentais no metabolismo das
bactérias, além de ions calcio que apresentam efeito ativador nas proteases
(NASCIMENTO, SILVA, 2007).

O soro de leite contém ions calcio, além de acucares (lactose), gorduras e
proteinas (MIZUBUTI, 1994). O grande volume gerado desse residuo na fabricacéo
de queijo com elevado valor nutritivo, além do descarte sem tratamento prévio nos
recursos hidricos tem impulsionado a pesquisa para investigacdo de alternativas
para minimizar impactos ambientais negativos.

O melago de cana-de-acgucar € um residuo rico em fontes de carbono. Por
outro lado, a concentracdo de nitrogénio é tdo baixa que € necessario adicionar uma
fonte de nitrogénio no cultivo de micro-organismos. A concentracao de fosforo atinge
apenas 0,015 % e por ser um elemento importante na produgdo de

adenosinatrifosfato (ATP) principal fonte de energia nas células dos seres aerébicos,
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é fundamental que seja investigada a influéncia desse nutriente na formulacdo do
meio de producdo de enzimas nos cultivos submersos de micro-organismos
(FELTRIN et al., 2000).

Tabela 2 Caracterizacao fisico-quimica de residuos agroindustriais

Residuos industriais Carbono Nitrogénio
(%p/p) (%p/p)
Residuo de cevada 34,44 1,41
Farela de trigo 26,89 1,03
Folha de macaxeira 26,50 1,54
Milhocina 27,58 32,54
Melaco de cana-de- 19,21 1,77
acucar
Farelo de soja 27,71 2,52
Soro de leite 32,00 11,09

O farelo de trigo € um residuo que apresenta principalmente na sua
composicdo carboidratos, 64 % e proteinas, 15 %. Muito rico em minerais
ressaltando a presenca de célcio, ferro, magnésio e fésforo. No entanto, apresenta
também presenca de metais pesados como cobre e manganés, entre outros. Os
metais interferem nas atividades enzimaticas como inibidores ou ativadores
(MESQUITA, 2007).

O farelo de soja é composto basicamente por 48 % de proteinas e rico em
material mineral (4,7 %), dentre os quais podem ser citados: calcio 0,28 %, fosforo
0,59 %, sédio 0,03 % , cloro 0,05% e potassio 2,06 % (GERBER, PENZ, RIBEIRO,
2006).

Os percentuais de carbono e de nitrogénio dos residuos selecionados foram
utilizados para calcular as quantidades dos nutrientes nos meios de producdo de

proteases (tabela 2).
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2.3.2 Selecao de amostras de Bacillus sp. produtoras de proteases

Doze amostras isoladas foram identificadas como Bacillus sp. - confirmadas
macroscopicamente e microscopicamente - e enumeradas consecutivamente (I, I,
..., XIl). A tabela 3 apresenta os resultados das atividades enzimaticas determinados
em triplicata nos experimentos realizados em cultivo submerso com as culturas
puras isoladas.

A maior atividade proteolitica determinada foi 41 U/mL cuja enzima foi
produzida por uma das culturas isoladas, utilizando caldo nutritivo (tabela 3). Essa
cultura pura foi selecionada para ser investigado o reaproveitamento de residuos
industriais como fonte nutritiva. O pH no tempo zero dos cultivos submersos, medido
para todas as amostras ap0s 0s meios serem autoclavados, foi em torno de pH 7,0.
Apoés 24 h de cultivo submerso, o valor do pH aumentou em todos 0s experimentos

atingindo o valor maximo de pH 8,5.

2.3.3 Investigacdo de residuos industriais para producdo de proteases por
Bacillus sp.

A tabela 4 apresenta as atividades proteoliticas determinadas para a amostra
de Bacillus XIl, utilizando os residuos industriais: milhocina, soro de leite, melaco,
cevada, farelo de soja e farelo de trigo, como nutrientes na composicdo do meio de
cultura. Os residuos foram investigados visando a producdo economicamente viavel
em grande escala de proteases.

A amostra isolada de Bacillus sp. Xl foi cultivada na presenca dos residuos
industriais em caldo nutritivo. A maior atividade proteolitica foi verificada na presenca
de milhocina (tabela 4). Foi determinada uma grande variacdo nas atividades
proteoliticas, principalmente na presenca de milhocina cujo desvio padrdo foi
elevado. Os residuos contém substancias quimicas que podem interferir na atividade
da enzima. Provavelmente, essas estruturas combinam com aminodacidos essenciais
a conformacao tridimensional da proteina que altera a sua estabilidade, podendo
aumentar ou diminuir a atividade (BUXBAUM, 2011).
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Tabela 3 Atividades proteoliticas e pH em caldo nutritivo de amostras de Bacillus sp.

isoladas

, Atividade proteolitica (U/mL)
Amostras de Bacillus

Média DP () pH

Bacillus sp. | 4 2,2 8,2
Bacillus sp. Il 8 1,3 8,3
Bacillus sp. Il 4 4,1 7,9
Bacillus sp. IV 23 7,2 8,5
Bacillus sp. V 1 2,3 8,3
Bacillus sp. VI 2 1,7 8,5
Bacillus sp. VI 33 7,3 8,5
Bacillus sp. VI 6 1 8,5
Bacillus sp. IX 32 4 8,4
Bacillus sp. X 3 2,1 8,4
Bacillus sp. XI 41 1,8 8,3
Bacillus sp. XlI 30 5,2 8,5

Tabela 4 Atividades proteoliticas da amostra de Bacillus sp. XI em caldo nutritivo na

presenca de residuos agroindustriais

Ir?c?jisotl:jigl Atividade proteolitica (U/mL)
Média DP pH
Cevada 23 57 7,9
Milhocina 40 27,8 7,8
Soro de leite 5 2,1 7,8
Melaco 20 6,7 7,7
Farelo de soja 16 3,0 8,5
Macaxeira 9,3 4,0 7,5
Farelo de trigo 21 14,3 8,3

A composicdo complexa de alguns residuos contendo metais pesados pode

interferir na atividade proteolitica. Por outro lado, os residuos contém diversos
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micronutrientes que estimulam o crescimento dos micro-organismos. Quando os
residuos séo derivados de um produto agricola, a composicado quimica é variavel em
funcdo de diversos fatores como o cultivo, o clima, o solo, o processamento
industrial, dentre outros. Por conseguinte, os residuos contém substancias que
interferem na atividade enzimatica.

Nos cultivos submersos utilizando os residuos industriais, o pH no tempo zero
foi em torno de 7,0 cujo valor aumentou apés 24 h de cultivo, atingindo o maximo de
pH 8,3 (tabela 4). A producao de substancias de carater basico durante o cultivo das
amostras de Bacillus sp. isoladas induz a possibilidade do extrato enzimatico ser
aplicado em formulagéo de detergente enziméatico. O extrato enzimatico para ser um
ingrediente ativo em detergente, na formulacdo do produto final, deve apresentar
eficiéncia em eliminar sujidades sob condi¢des alcalinas (MARTINELLI et al., 2003).

Nos cultivos submersos das amostras de Bacillus sp., em frascos de
Erlenmeyer, ocorreu o aparecimento de pelicula apenas na presenca de alguns
residuos. O aumento da densidade do meio ou a presenca de particulas sélidas dos
residuos dispersos no mesmo podem ter favorecido o crescimento da bactéria em
forma de pelicula (TRIVEDI, 2010).

A formacao e acumulacdo de biofilmes é resultado de véarios processos de
natureza fisica e biologica. Agregados microbianos presentes em separacdo de
fases ar-liquido ou agregados flutuantes como flocos ou granulos, enquadram-se
igualmente na definicdo de biofilmes. Numerosos bioprocessos também utilizam
biofilme. No entanto, o crescimento nao desejado de biofilmes, em contrapartida,
tem um impacto negativo em varias atividades, representando perdas significativas
para industrias em nivel global. Tais problemas sdo agravados pela resisténcia
acrescida a meétodos de desinfeccdo e limpeza que os biofilmes demonstram,
comparado com as células bacterianas livres. Em agregados microbianos
suficientemente espessos, usuais em biofilmes, as distancias difusionais sé&o
suficientemente grandes fazendo com que o transporte de solutos para as células
bacterianas nos interiores se torne lento, em comparacdo com as cinéticas de
bioprocessos dos micro-organismos com células livres. Nessas situacées formam-se
gradientes de solutos no biofilme e a transferéncia de massa torna-se num processo

limitante para os bioprocessos (XAVIER et al., 2006).
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2.3.4 Investigacao da relacao C/N para producéo de proteases por Bacillus sp.

As figuras 1 e 2 ilustram os resultados de atividades proteoliticas produzidas
pela amostra de Bacillus sp. Xl, cultivada na presenca dos residuos organicos
cevada, folha de macaxeira, milhocina, farelo de soja e soro de leite, utilizando
diferentes proporcdes de C/N.

A complexidade e a variedade da composicdo quimica dos residuos
organicos, além dos resultados das atividades proteoliticas determinados, nortearam
a composicao do meio de producéo de proteases por Bacillus sp. nesse trabalho.
Consequentemente, a milhocina foi o residuo agroindustrial selecionado por ter sido

a condicao nutritiva de atividade proteolitica maxima.

Figura 1 Atividades proteoliticas produzidas por Bacillus sp. na presenca de residuos

organicos a 0,5 % dispersos em agua ap6s 24 h de cultivo submerso
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A relacdo C/N de cada residuo orgénico foi calculada em funcéo dos teores
de carbono e de nitrogénio determinados: cevada igual a 2/1; folha de macaxeira,
17/1; milhocina, 0,8/1; farelo de soja, 11/1 e soro de leite, 3/1. Consequentemente,
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diferentes propor¢des de C/N foram investigadas, ressaltando que cada residuo foi
utilizado na concentracdo de 0,5 % no meio de producao de proteases.

Nesses experimentos, as maiores atividades proteoliticas determinadas foram
40,5 e 39,2 U/mL na presenca de milhocina e farelo de soja, respectivamente, que
tém aproximadamente C/N igual a 1 e 11 (figura 1). Nao foi observada uma relacéo
constante linear entre C/N e atividade proteolitica. Isso significa que tanto a relacao
C/N influencia a atividade quanto, outros componentes presentes nos residuos

investigados.

Os resultados obtidos da determinacédo da atividade proteolitica nos cultivos
submersos utilizando dois residuos organicos estéo ilustrados na figura 2 quando
foram investigadas as relacdes C/N iguais a 10/1 e 5/1.

A relacdo C/N influencia no comportamento do micro-organismo. Carlile e
Watkinson (1997) produziram enzimas com diferentes proporgdes de fontes de
carbono e de nitrogénio no meio de cultura e observaram que a relacdo C/N igual
até 10/1 garante elevado conteudo protéico.

Os valores de atividades determinados na presenca de dois residuos foram
menores do que na presenca de um unico. O valor maximo de atividade determinado

foi cerca de 50 % menor quando mais de um residuo foi utilizado (figura 2).

A literatura apresenta resultados da fisiologia microbiana para producéao de
proteases por Bacillus sp. Delatorre e colaboradores (2010) utilizaram os residuos
milhocina, soro de leite e melaco de cana-de-acUcar na composicdo de meios de
producao por cultivo submerso. Esses autores observaram que a presenca de 0,3 %
do melacgo favoreceu o crescimento da bactéria e a producéo de proteases. A maior
producdo dessa enzima foi na presenca de 0,5 % de melaco, 0,1 % de soro de leite
e 0,2 % de milhocina. Na composi¢cao desse meio de cultura, a relagdo C/N foi igual
a7,5/1.
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Figura 2 Producéo de proteases por Bacillus sp. nas proporcfes C/N iguais a 10/1 e 5/1,

combinando dois residuos organicos ap6s 24 h de cultivo submerso
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Legenda: A cevada + soro de leite;

B cevada + milhocina:

C macaxeira + soro de leite;

D macaxeira + milhocina.

2.3.5 Producdo de proteases por Bacillus sp. sob cultivo submerso na
presenca de milhocina

A cultura de Bacillus sp. selecionada produziu 44,3 U/mL apés 24 h de cultivo
na presenca do residuo milhocina como Unica fonte de nutrientes a pH 7,0, sob
agitacdo orbital de 150 rpm e a temperatura de 28 °C. Dois litros de liquido
metabdlico livre de células, apresentando pH final 8,0 com atividade proteolitica
foram produzidos e armazenados sob refrigeracdo assepticamente, durante no

maximo 24 h antes de ser filtrado por membrana Millipore.

2.3.6 Concentracdo de liquido metabdlico livre de células com atividade
proteolitica produzida por Bacillus sp.

A concentracdo do liquido metabdlico na ultrafiltracdo pela membrana de
Millipore de 10 kDa influenciou na atividade proteolitica do Bacillus sp.. A atividade e
o fator de concentragdo foram inversamente proporcionais; isto €, quanto maior a
concentracdo, menor a atividade proteolitica. Nao foi determinada atividade quando

o liqguido metabolico foi concentrado cinco vezes.
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A maior atividade proteolitica foi determinada quando o liquido metabdlico foi
concentrado duas vezes; o retentado atingiu 31 U/mL e o permeado, 6,6 U/mL.
Comparando as atividades enzimaticas antes (44,3 U/mL) e depois de concentrar
pela membrana (31 U/mL), substancias quimicas presentes no liquido metabdlico
que influenciavam na atividade proteolitica produzida pela cultura do Bacillus sp.
permearam a membrama de Millipore de 10 KDa.

Apesar da diminuicdo do teor de agua em bioprodutos com atividade catalitica
estabilizar a estrutura tridimensional das proteinas, a concentracdo do liquido
metabdlico do Bacillus sp. por ultrafiltracdo tangencial precisa ser otimizada
(ILLANES, 2006).

2.3.7 pH 6timo e estabilidade ao pH de liquido metabdlico concentrado do
Bacillus sp. com atividade proteolitica

A figura 3 apresenta os resultados de atividade proteolitica determinados no
liguido metabdlico livre de células produzido por Bacillus sp. na presenca de
milhocina. O extrato enziméatico foi incubado em azo-caseina, preparada em tampéao
Tris-HCI 0,1 M em valores de pH na faixa de 8 a 12, a temperatura de 37 °C.

As enzimas, geralmente, exibem apenas um valor de pH 6timo embora o
liquido metabdlico livre de células obtido no cultivo do Bacillus sp. apresentou
atividade maxima em pH 11 e foi determinado 88 % dessa atividade em pH 9 (figura
3).

A atividade de uma enzima é influenciada pelo pH, considerando as diversas
ligacbes eletrostaticas na estrutura tridimensional dentre outras interacdes nas
cadeias polipeptidicas das proteinas que dependem do pH. Os estados de ioniza¢ao
dos grupos funcionais diretamente envolvidos na catélise e, possivelmente, suas
naturezas quimicas sao fatores preponderantes nas atividades enziméaticas
(MARANGONI, 2003).
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Figura 3 pH étimo de liquido metabdlico concentrado por ultrafiltracdo em tampao tris-HCI 0,1 M com
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A figura 4 apresenta a estabilidade do liquido metabdlico concentrado livre de
células do Bacillus sp. durante 30, 60 e 90 minutos na presenca do substrato (azo-

caseina), a temperatura de 37 °C.

Figura 4 Estabilidade ao pH de liquido metabdlico concentrado por ultrafiltragdo em tampao tris-HCI
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Comparando a figura 4 com a figura 3 (referente ao pH otimo), ficou
evidenciado o mesmo comportamento das proteases; isso €, as maiores
estabilidades foram determinadas em pH 9 e 11, nos mesmos valores de pH em que
a atividade proteolitica atingiu 90 — 100 % (valores 6timos).

Ressalta-se que a retencdo de atividade aumentou com o tempo de
incubacdo do liquido metabdlico concentrado com atividade proteolitica. A grande
estabilidade do liquido metabdlico do Bacillus sp. em valores de pH alcalinos
favorece futuras aplicacfes na formulacdo de detergentes (LADEIRA et al., 2012).
Esses autores evidenciaram que proteases de Bacillus sp. apresentaram pH 6timo
em torno de 8,5 e estabilidade ao pH na faixa de 6 a 12 cujos resultados viabilizam

aplicacdes em diversos setores industriais, incluindo a formulacdo de detergentes.

2.3.8 Temperatura Otima e estabilidade térmica de liquido metabdlico com
atividade proteolitica
A figura 5 apresenta a temperatura 6tima do liquido metabdlico livre de

células do Bacillus sp. determinada em pH 11.

Figura 5 Temperatura 6tima em pH 11 de liquido metabdlico, concentrado por ultrafiltragdo com

atividade proteolitica produzida por Bacillus sp.
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Os resultados obtidos evidenciaram um comportamento tipico de enzimas. A

medida em que a temperatura aumentou de 30 °C a 50 °C, a atividade também
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aumentou cujo valor maximo foi determinado a 50 °C. Em temperatura acima desse
valor, ocorreu desnaturacdo da proteina e, consequentemente, a atividade diminuiu,
nado sendo determinada a 70 °C a atividade proteolitica do Bacillus sp..

Varios autores também determinaram temperatura étima igual a 50 ‘C para
proteases produzidas por diferentes cepas de Bacillus sp. (NAIDU, 2005;
NASCIMENTO et al., 2007; DELATORRE et al., 2009).

Por outro lado, Nascimento e Martins (2006) produziram proteases a partir de
cultura de Bacillus sp. na presenca de soro de leite e milhocina, tendo sido
determinado temperatura 6tima igual a 70 °C. Ladeira et al. (2010) também
determinaram temperatura 6tima de proteases produzidas por Bacillus sp. a 70 °C e
com relacdo a estabilidade térmica desse produto enzimatico, foi retida 80 % da
atividade maxima durante 2 h a 60 °C com reducdo drastica da atividade em

temperaturas elevadas.

A figura 6 apresenta a estabilidade térmica do liquido metabdlico concentrado,
livre de células do Bacillus sp. em pH 11. As amostras em triplicatas foram
previamente incubadas em banho-maria a temperatura de 40 a 60 °C e depois, a
atividade proteolitica foi determinada conforme a metodologia (item 2.2.5). A
atividade proteolitica diminuiu com o aumento da temperatura de incubacdo e do

tempo de incubacédo (30 a 90 minutos).

Figura 6 Estabilidade térmica em pH 11 de liquido metabdlico concentrado por ultrafiltragdo com

atividade proteolitica produzida por Bacillus sp.
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A maior estabilidade térmica foi determinada a 40 °C por 30 minutos, apesar
da temperatura 6tima dessa enzima ter sido 50 °C (figura 5). Comparando os valores
de atividade a 40 °C, observou-se que cerca de 50 % da atividade ndo foi
determinada quando o liquido metabdlico foi incubado durante 90 minutos.

Dettmer e colaboradores (2010) investigaram a estabilidade térmica de
proteases para aplicacfes na industria de couros. Esses autores evidenciaram que
varias amostras apresentaram em torno de 100 % da atividade apenas durante 30
minutos a 37 e 45 °‘C. Apenas uma amostra comercial apresentou grande

estabilidade térmica: durante 120 minutos.

2.3.9 Planejamento fatorial 2°® para formulacdo do retentado do liquido
metabdlico contendo atividade proteolitica

A tabela 5 apresenta a atividade proteolitica com zero horas e a retencdo de
atividade proteolitica na presenca de substancias quimicas estabilizadoras de
acordo com os ensaios do planejamento fatorial. O liquido metabdlico concentrado
controle, antes de adicionar os aditivos da formulagdo apresentou 22 U/mL de
atividade.

As maiores atividades proteoliticas do retentado formulado foram
determinadas na presenca de glicerol (7,5 %), CaCl, (0,5 %) e PEG-200 (5 %), cujo
valor médio foi 196 U/mL (no ponto central, ensaios 9, 10, 11 e 12). Comparando
com a amostra controle (sem formular), essa atividade proteolitica foi cerca de
quatro vezes maior considerando que foi duas vezes concentrada. Por conseguinte,
aditivos estabilizadores de proteinas e a presenca de ions calcio favoreceram a
atividade enzimatica. Essa atividade foi retida em torno de 69 % com 10 dias de
incubagéo a temperatura ambiente.

A figura 7 ilustra a andlise do diagrama de Pareto na formulagédo do liquido
metabalico livre de células do Bacillus sp., concentrado duas vezes e conservado
com sorbato de sédio a 0,5 %. Essa figura apresenta o resultado obtido com as
retencbes de atividade proteolitica com 30 dias de armazenamento a 28 °C que

apresenta efeitos estatisticamente significativos.
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Considerando os efeitos das variaveis investigadas, a estabilidade do liquido
metabdlico foi favorecida pela diminuicdo da concentracdo do glicerol e pelo
aumento das concentracdes de CaCl, e de PEG-200 nas faixas investigadas (tabela
1). Ressalta-se que as interacdes entre as varidveis glicerol e PEG-200 e entre,
CaCl, e PEG-200 foram negativas, isto é, o aumento das concentracfes dessas

variaveis combinadas, diminui a estabilidade do retentado.

Tabela 5 Atividades proteoliticas e retencao da atividade do retentado na presenca

de aditivos com 0, 10, 20 e 30 dias de armazenagem a 28 °C

Atividade Retencdo da atividade
Ensaio Fatores proteolitica (%)
(%)
(U/mL)
CaCl, Glicerol PEG Oh 10 dias 20dias 30dias
1 0,1 5 0 20,25 60 56 4
2 0,9 5 0 20,25 70 70 67
3 0,1 10 0 26,25 83 66 43
4 0,9 10 0 5,00 75 - -
5 0,1 5 10 3,75 60 - -
6 0,9 5 10 37,50 90 2 -
7 0,1 10 10 15,75 95 43 19
8 0,9 10 10 102,00 92 55 44
9 0,5 7,5 5 215,25 61 23 19
10 0,5 7,5 5 220,50 64 23 20
11 0,5 7,5 5 172,50 77 31 27
12 0,5 7,5 5 176,25 75 29 25

Segundo Ghorbel et al ( 2003, apud Ladeira et al 2012), a presenca do Ca*
impede a desnaturacao das proteases atraves de ligacOes desses ions no sitio ativo
da enzima.

O glicerol é essencial na estabilidade de liquido metabdlico livre de células
com atividade enzimética (ILLANES, 2008). Nesse trabalho, a concentracdo de 7,5

% de glicerol resultou na maior atividade proteolitica do Bacillus sp.. O diagrama de
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Pareto ilustra que o aumento da concentracdo dessa variavel de 5 a 10 % na
formulacéo do liqguido metabdlico ndo favoreceu o aumento da sua estabilidade.

Durante 30 dias de armazenamento, o efeito do PEG foi positivo, (figura 7),
isto é, o aumento de sua concentracdo na formulacdo do liquido metabdlico
favoreceu o aumento da estabilidade do retentado. Ressalva-se que a zero horas, as
formulacbes na auséncia de PEG apresentaram valores baixos de atividade
proteolitica ( ensaios 1, 2, 3 e 4).

As retencbes de atividades proteoliticas médias determinadas no liquido
metabalico livre de células e concentrado diminuiram durante o armazenamento. Os
valores maximos (92 - 95 %) foram determinados com 10 dias na presenca de 10 %
de glicerol e 10 % de PEG-200, independente da concentracdo de CaCl, (ensaios 7
e 8, respectivamente).

Ressalta-se que o formulado enzimético contendo 0,5 % de CaCl,, 7,5 % de
glicerol e 5 % de PEG reteve em torno de 69 % da atividade proteolitica do liquido
metabdlico e concentrado do Bacillus sp. com 10 dias de armazenamento a
temperatura ambiente. Enquanto com 30 dias de armazenamento, a retencdo de
atividade diminuiu, atingindo apenas 23 %. Logo, € necessario que outras
formulacbes sejam investigadas considerando que a refrigeracdo durante o
armazenamento eleva os custos do produto final e, consequentemente, inviabiliza a

competitividade na comercializacao.

Figura 7 Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para analise dos fatores dos ensaios, em
resposta a estabilidade da atividade proteolitica do produto formulado com 30 dias de

armazenamento a 28 °C.
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2.4 CONCLUSOES

e Residuos industriais - ricos em fontes de carbono e de nitrogénio - podem ser

reaproveitados como nutrientes em processos biotecnoldgicos;

e Culturas isoladas de Bacillus sp. produzem proteases na presenca de

milhocina sob cultivo submerso;

o A formulacdo de liquido metabdlico com atividade proteolitica, concentrado
duas vezes por ultrafiltragcdo, que apresenta estabilidade térmica em pH

alcalino € um bioproduto que pode ser utilizado como aditivo em detergentes.
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CAPITULO 3

3.1 Conclusdes gerais

Os residuos de producdo agroindustrial brasileira podem ser reaproveitados

em processo biotecnoldgico como nutrientes de micro-organismos;

7

A fisiologia microbiana da producdo de proteases € influenciada pela

composicdo dos meios de producdo contendo residuos agroindustriais;

A estabilidade da atividade e a caracterizacdo de produtos enzimaticos é
essencial por influenciar a vida util do produto comercializado e a sua

“performance” durante a aplicacéo;

Pesquisas de producédo de enzimas microbianas visando ao desenvolvimento
de tecnologia precisam ser incentivadas para reduzir a importacdo desse
metabdlito no Brasil.

3.2 Sugestdes

“Screening” e modificacdes genéticas de micro-organismos devem ser
realizadas visando a selecdo de cultura microbiana competitiva com o0s

produtores de proteases comerciais;

A otimizagdo da producdo microbiana de proteases é imprescindivel para

reduzir os custos do produto final;

Investigacbes na presenca de outras substancias estabilizadoras precisam
ser realizadas em novas formula¢des de liquidos metabdlicos concentrados

com atividade proteolitica para aumentar a estabilidade do bioproduto.



