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RAMOS, André Santos Ferreira Tavares. Farelo de soja como substrato para a
producdo de proteases por Bacillus amyloliquefaciens MO.04b. 2017. 93 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2017.

RESUMO

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de grdos de soja com um total de 106
milhdes de toneladas produzidas na safra de 2016. O farelo de soja € um subproduto da
extracdo do oleo de soja com cerca de 30,9 milhdes de toneladas produzidas,
constituindo 30 % da producao total. Devido a presenca de 47 % de proteinas e 14 % de
carboidratos, o farelo de soja é um material com grande potencial para ser utilizado
como substrato em processos fermentativos. O género Bacillus € um reconhecido
produtor de enzimas proteoliticas que sdo utilizadas em larga escala industrial, no
processamento de carnes, confeccdo de queijos e producdo de detergentes entre outras
aplicacbes. O objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo de proteases utilizando
farelo de soja como principal substrato em fermentacdo submersa. Os cultivos foram
desenvolvidos em Erlenmeyers de 50 mL contendo 10 mL de meio de sais minerais
KH,PO, 3 g/L, K;HPO4 7 g/L , MgS0,4.7H,0 0,2 g/L, (NH4)2SO4 1 g/L acrescidos de
glucose 10 g/L. Diferentes concentracdes de farelo de soja 0,2; 0,4; 0,8; 1,6; 2,0 e 4,0 %
(m/v) foram testadas para a producdo de proteases na presenca e na auséncia de extrato
de levedura (EL) 1 g/L. Apos se obter o valor de concentracédo de farelo de soja em que
a atividade era maior foi feita uma otimizacdo tendo como valores centrais glucose 1
g%, EL 0,7g% e farelo de soja 2g%. Os frascos foram inoculados com 200 pL de
suspensdo de células e incubados a 37 + 2 °C, 180 rpm por 24 horas. A interrupgao dos
cultivos foi feita por centrifugacdo, 15 min a 3.500 x g. O sobrenadante foi denominado
extrato livre de células (ELC) que foi dialisado contra &gua destilada por 36 h, e entéo,
utilizado para a determinacdo da atividade proteolitica. A determinacdo da atividade
enziméatica (U.mL™) foi quantificada pela metodologia de Hartree utilizando soro
albumina bovina como substrato. O valor maximo de atividade encontrado foi: 42,99
U.mL™ para os cultivos em 2,6 % (m/v) de farelo de soja, 1,3 % (m/v) de glucose e 1,1
% (m/v) de extrato de levedura. Todos os resultados obtidos apresentam um nivel de
significancia igual ou superior a 95 % nas quadruplicatas. Os resultados evidenciaram
que o farelo de soja foi um substrato eficiente para a producdo de proteases por Bacillus
amyloliquefaciens M0-04b num meio de baixo custo por um processo simples.

Palavras-chave: Fermentacdo submersa. Bacillus amyloliquefaciens. Protease. Farelo
de soja. Residuos agroindustriais. Planejamento fatorial.



RAMOS, André Santos Ferreira Tavares. Soybean meal as substrate for the
production of proteases by bacillus amyloliquefaciens MO.04b. 2017. 93 p.
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ABSTRACT

Brazil is the world's second largest producer of soybeans with a total of 106 million tons
produced in the 2016 harvest. Soybean meal is a by-product associated with the
extraction of soybean oil with about 30,9 million tons produced, 30% of total
production. Due to the presence of 47% proteins and 14% carbohydrates the soybean
meal is a material with potential to be used as a substrate in fermentative processes. The
Bacillus sp. is a well-recognized producer of proteolytic enzymes, used in large
industrial scale in meat processing, cheese confection, detergent production among
other applications. The objective of this work was to evaluate the production of
proteases using soybean meal as a main substrate in submerged fermentation. The
cultures were grown in 50 mL Erlenmeyer flasks containing 10 mL of mineral salts
medium KH2PO4 3 g/L, K2HPO4 7 g/L, MgSO4.7H20 0,2 g/L, (NH4)2S04 1 g/L
plus glucose 10 g/L. Different concentrations of soybean meal 0.2; 0.4; 0.8; 1.6; 2.0 and
4.0% (w / v) were tested for the production of proteases in the presence and absence of
yeast extract (YE) 1 g/L. The soybean meal concentration at which the activity was
highest was optimized with glucose as 1 g%, YE 0.7 g% and soybean meal 2 g%. The
flasks were inoculated with 200 uL of cell suspension and incubated at 37 + 2 ° C, 180
rpm for 24 hours. Interruption of cultures was done by centrifugation, 15 min at 3500 x
g. The supernatant was called cell free extract (CFE) which was dialyzed with distilled
water for 36 h and then used for the determination of proteolytic activity. The
determination of the enzymatic activity (U.mL-1) was quantified by the Hartree
methodology using bovine serum albumin as substrate. The maximum value of activity
found was: 42.99 U.mL™ for the cultures in 2.6% (w/v) soybean meal, 1.3% (w/v)
glucose and 1.1% (w/v) yeast extract. All the results obtained have a level of
significance equal or greater than 95% and were performed in quadruplicates. The
results showed that soybean meal was an efficient substrate for the production of
proteases by Bacillus amyloliquefaciens M0-04b in a low cost medium by a simple
process.

Keywords: Submerged fermentation. Bacillus amyloliquefaciens. Protease. Soybean
meal. Agroindustrial residues. Optimization.
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1 INTRODUCAO

As enzimas sdo catalisadores organicos, que atuam em papeis vitais e muitos
aspectos do dia a dia, desde a expressdo dos nossos genes até processos industriais.

As enzimas focadas neste trabalho séo as proteases, estas sao comuns a todos 0s
reinos animais, o que indica a sua importancia e complexidade. A possibilidade de
poder produzir estas enzimas por organismos conhecidos e caraterizados tem vantagens
a nivel de sistemas de producdo com interagdes de componentes do meio conhecidas,
como a possibilidade de aumentar ainda mais a rentabilidade das mesmas pelo aumento
de producéo.

As proteases constituem um dos maiores grupos de enzimas industriais, cerca de
65 % do total de mercado enzimético. Estas aplicam-se nas mais diversas areas como
alimentar, farmacéutica, téxtil, médica entre muitas outras. Os dados mais recentes
apontam um volume de negocios de mais de 3 bilhGes de ddlares americanos.

A valorizacdo de residuos agroindustriais como substrato para a producdo de
biomoléculas é de extrema importancia, uma vez que permite baixar os custos da
producéo e reutilizar, muitas vezes materiais com um fim incerto. Uma vez que o Brasil
se encontra numa fase de expansdo na industria de producdo de biomoléculas, sera
fundamental demonstrar a aplicabilidade tanto de microrganismos provenientes do
bioma, como de substratos passiveis de serem utilizados.

Dessa forma pretende-se neste trabalho a producéo de proteases em fermentacéo
submersa e maximizar a sua producdo atraves de delineamentos fatoriais nos

componentes do meio.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a producéo de protease por Bacillus amyloliquefaciens MO-04b,

utilizando farelo de soja no meio, por fermentacdo submersa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Comparar o efeito da concentracdo de farelo de soja no meio para a
producdo de proteases em fungdo do tempo;
e Avaliar a concentracdo de farelo de soja quando adicionado extrato de
levedura e peptona ao meio;
e Determinar a curva de produgdo em funcéo do tempo;
e Produzir a enzima através do método estatistico do delineamento do

composto central em fermentagéo submersa.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 PROTEASES

As proteases sdo uma classe de enzimas hidroliticas que atraem atencdo por
serem produzidas por diversos organismos e por suas diversas propriedades e
aplicabilidades. As proteases sdo enzimas que hidrolisam proteinas pela adicdo de dgua
na ligacdo peptidica e catalisam a sintese peptidica em solventes organicos e em
solventes com um baixo teor de dgua (SOOKKHEO et al., 2000; BEG et al., 2003). A
hidrolise das ligacbes peptidicas tem como produtos, fragmentos peptidicos e/ou
aminoacidos livres.

As enzimas proteoliticas sdo encontradas em todos 0s organismos Vivos, e séo
essenciais para o crescimento celular e diferenciacéo. O interesse no estudo das enzimas
proteoliticas tem sido amplamente renovado devido ao reconhecimento que estas
enzimas nao possuem apenas papeis importantes nos processos metabolicos, mas
também tem ganhado atencdo pela comunidade industrial (GUPTA el al., 2002). As
proteases sdo responsaveis por uma grande faixa no mercado de enzimas, como se pode
ver na tabela 1. No entanto segundo o relatério de prospec¢fes da Advanced Enzymes
® (2016, p. 37), “[...]. As carboidrases irdo continuar a representar a maior categoria de
enzimas usadas, devido aos grandes mercados de processamento de etanol e produgéo e
féculas e amidos, bem como aplicacbes em alimentos e bebidas, téxteis e
medicamentos. “

Tabela 1- Valores e projecdes de transacdes globais envolvendo enzimas

DEMANDA MUNDIAL DE ENZIMAS POR TIPO (MILHOES DE US $)

Ano 2002 2007 2012 2017 2022
CARBOIDRASES 775 1295 1835 2340 3060
PROTEASES 765 1050 1315 1760 2345
POLMERASES / NUCLEASES 250 370 555 840 1270
LIPASES 114 187 255 345 460

FITASES 79 178 210 300 400

OUTRAS ENZIMAS 282 435 685 950 1355
TOTAL 2400 3700 5130 6950 9500

FONTE: Adaptado de Advanced Enzymes
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3.2. FONTES DE PROTEASES
Uma vez que as proteases sdo necessarias nos processos fisioldgicos para
diversas atividades metabdlicas dos organismos vivos. Elas podem ser encontradas em

plantas, animais e microrganismos.

3.2.1 Proteases Microbianas

As proteases estdo distribuidas por toda a microbiota. Embora as proteases
estejam presentes em todos 0s reinos, 0s microrganismos sdo a fonte preferivel para a
obtencdo destas enzimas sendo que estas sdo cerca de 46 % da producdo comercial
global (Tabela 1). As serina proteases (EC 3.4.21) estdo entre as mais importantes
comercialmente (KUMAR e TAKAGI, 1999; PRAKASHAM et al., 2006). O interesse
da industria pelas proteases microbianas se deve ao seu rapido crescimento, relacdo
preco custo e a possibilidade de melhorar geneticamente a producdo de enzimas com

vista a obtencdo de melhores propriedades e rendimentos.

3.2.1.1 Bactérias

Como mencionado anteriormente grande parte das proteases comerciais sao de
origem bacteriana. Estas enzimas sdo produzidas por uma grande variedade de bactérias
como Pseudomonas aeruginosa, Flavobacterium, Clostridium, Staphylococcus aureus,
Achromobacter, Thermoactinomyces e espécies pertencendo a Sterptomyce, no entanto
0 g@énero Bacillus é a maior fonte de proteases uma vez que
excreta uma grande diversidade de enzimas para o meio extracelular. As proteases
alcalinas de fonte bacteriana sdo muito utilizadas na formulacdo de detergentes devido a
sua alta atividade e estabilidade a um pH alto (9 — 11) e a uma temperatura alta (50 — 60
°C). As proteases neutras de origem bacteriana, chamadas comercialmente por
Neutrase® produzidas por B. amyloliquefaciens pela Novozyme Enzymes® sdo ativas a
um pH entre 5 — 8 e uma temperatura entre 35 — 40 °C. Um dos primeiros trabalhos que
reporta uma protease alcalina em Bacillus spp. foi publicado em 1971 por Horikoshi.
Existem também outros tipos de proteases como gelatinoliticas e fibrinoliticas
(BIJENDER B. et al., 2014).

3.2.1.2 Virus
As proteases virais estdo muitas vezes envolvidas em processos fatais para a
vida como AIDS e cancro. As enzimas codificadas no genoma do virus da

imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1), como a transcriptase reversa (TR) e a
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integrase (INT) derivam da protedlise de uma poli-proteina (Gag-pol). O genoma viral
catalisa a Gagpol que é ativa como um homodimero, um dimero proteico cuja
constituicdo € exatamente idéntica (OLIVARES et al., 2007). Grande parte das
proteases virais sdo endopeptidases ao invés de exopeptidases (RAWLING e
BARRELL, 1993). O estudo destas proteases visa a criacao de inibidores sintéticos para
a formulacéo de vacinas e medicamentos ao invés de aplicacdes agricolas e alimentares

ou de industria basica.

3.2.1.3 Fungos

Os fungos sintetizam uma maior variedade de proteases do que as bactérias. Os
fungos filamentosos sdo usados com muita eficiéncia para a secrecao de varias enzimas
hidroliticas, como as proteases. Estas enzimas usualmente mostram melhores resultados
comparativamente com as bactérias quando cultivadas em fermentacdo solida
(PANDEY et al., 1999). Os fungos sdo conhecidos por produzir proteases &cidas,
neutras, alcalinas e metaloproteases. Um unico organismo pode produzir mais de um
tipo de protease. As proteases fungicas sdo ativas numa grande faixa de pH desde 4 a 11

e exibem diversas especificidades pelo substrato.

3.3 CLASSIFICACAO DAS PROTEASES DE ACORDO CcOM A COMISSAO DE
ENzIMA

De acordo a nomenclatura do Comité internacional da Unido de Bioquimica e
Biologia Molecular, as proteases sdo classificadas como  hidrolases.
As proteases podem ainda ser classificadas de acordos com os 3 critérios apresentados:
A reacdo catalisada, natureza quimica do sitio ativo, relacdo evolucionaria revelada pela
estrutura.

Uma outra caraterizacdo é o lugar de acdo da enzima na cadeia polipeptidica,

onde podem ser tanto exopeptidases como endo peptidases
3.3.1 Exopeptidases

Estas enzimas atuam somente no final das cadeias polipeptidicas. Baseado no
seu lugar de acdo ou o terminal amina ou o carboxilico, podem ser classificadas como
peptidases amino- e / ou carboxilicas (RAKSAKULTHAI e HAARD, 2003).

3.3.1.1 Amino peptidases
As amino proteases atuam numa terminal amina livre da cadeia polipeptidica,

liberando um Unico amino acido, um dipéptido ou um tripéptido. Estas enzimas sao
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produzidas numa grande variedade de espécies microbianas como bactérias e fungos
A maioria dela requer ions divalentes como Mg Mn*?, Co* ou Zn** para a sua
atividade ser 6tima ( NADIA Z. et al., 2013).

3.3.1.2 Peptidases carboxilicas

As peptidases carboxilicas digerem a proteina e liberam um Unico aminoéacido
ou um dipéptido no terminal carboxilico. S&o conhecidos trés grupos distintos de
carboxipeptidases como, metalo-carboxipeptidases e cisteina-carboxipeptidase,
dependendo do aminoacido presente no sitio ativo enzimatico (VERMELHO A. et al.,
2008). As carboxipeptidases serinicas podem ser isoladas de diferentes fungos e apesar
de todas terem diferentes pH 6timos, diferentes temperaturas 6timas e diferente peso
molecular elas apresentam o mesmo perfil de substratos. Ja as metalo-carboxipeptidases
isoladas de Pseudomonas e Saccharomyces requerem Zn+2 ou Co+2 para a sua atividade
(JAlI KAUSHIK et al., 2006)

3.3.2 Endopeptidases

As endopeptidases atuam nas ligacbes peptidicas internas da cadeia
polipeptidica, afastadas tanto do terminal amina como carboxilico. As endopeptidases
dividem-se em quatro subgrupos de acordo como o0 seu mecanismo catalitico: serina
proteases, proteases asparticas, proteases cisteinicas e metalo-proteases (VERMELHO
A. etal., 2008)

3.3.2.1 Serina proteases (EC.3.4.21)

As serina proteases sdo caracterizadas por terem serina no local ativo. Elas estéo
presentes e relatadas em bactérias, fungos e virus, sdo encontradas em endopeptidases,
bem como exopeptidases.

A triade catalitica é formada por trés residuos essenciais que sao His (base), Asp
(eletrdfilo) e Ser (nucledfilo). O primeiro passo na catélise é a formacdo de um grupo
acil uma enzima intermédia entre o substrato e a forma de serina essencial. A formacéo
deste covalente intermediario procede o estado de transi¢do tetraédrico negativamente
carregado e entdo a ligacdo peptidica é clivada. Durante o segundo passo ou
desacilagéo, o intermediario acilo-enzima € hidrolisado por uma molécula de a4gua para
libertar o peptideo e restaurar o Ser-hidroxilo da enzima (Figura 2). A desacilacdo, que
também envolve a formagdo de um tetraédrico intermediério de transi¢do, prossegue

através da via de reacdo inversa de acilacdo. Uma molécula de agua age como
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nucleofilo atacante em vez do residuo Ser. Os residuos fornecem uma base geral e
aceitam o grupo OH do residuo Ser reativo (Rao et al., 1998).

Figura 1- Mecanismo enzimatico das Serina Proteases

(o]

histidine .
- HO serine histidine -
. HO
iniNHg
HO /
Ty s p—) HO
e N
% O
a R, R F
] R\ B

0
R
/ tetrahedral

SErine

iiNH,

N—-=cC
/ \ - C intermediate
" ¢} / \ﬁ
H Q
histidine 5] histidine u)
NH, / I\ﬁ o SETINE MHz / A o serine
HO N/ snlNHg HO / sniNHg
E) Q product removed M H o]
H -
a E [a] 13
water enters
. "\ p ya . /
g C; N G
J QO / AN

l H |
histidine o
NH, MH serine histidine o
/ > HO HH, HH HO sering
HO +/ i Hy /
T o HO / ----- 1N Hg
N
active site
0 ( Hr/—\ E » H
/ 0
o

© regenerated
R
tetrahedral /Oﬁ__cis HC/
intermediate H | / \
e}

H

Fonte: Carnegie Mellon University

3.3.2.2 Proteases cisteinicas (EC.3.4.22)

Relativamente as proteases cisteinicas a catalise procede atraves da formacéo de
um intermediario covalente e envolve uma cisteina (Cis) e um residuo de histidina. Os
residuos de Cis e His essenciais desempenham o mesmo papel que Ser e His,
respetivamente, como nas serina proteases. O nucle6filo é um ion tiolato em vez de um
grupo hidroxilo. O ion tiolato é estabilizado através da formac&o de um par de ions com
0 grupo imidazoélio vizinho de His. O nucledfilo atacante é o par de ions tiolato-
imidazolio em ambos os passos (ZBIGNIEW G. et al., 2001).

3.3.2.3 Proteases asparticas (EC 3.4.23)

As proteases de acido aspartico, conhecidas como proteases &cidas, sdo as
endopeptidases que dependem dos residuos de acido aspartico para a sua atividade
catalitica. As proteases &cidas foram agrupadas em trés familias, nomeadamente
pepsina, retropepsina e pararetrovirais. A maioria das proteases asparticas exibem
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atividade maxima a pH baixo e tém pontos isoelétricos na gama de pH 3 a 4,5. Os seus
pesos moleculares estdo na gama de 30 a 45 kDa. As proteases asparticas sao inibidas
pela pepstatina (VIRGINIA et al., 2016).

3.3.2.4 Metaloproteases (EC 3.4.24)

O mecanismo catalitico por metaloproteases envolve a formacdo de um
intermediéario tetraédrico ndo covalente apds o ataque de uma molécula de agua ligada
ao zinco no grupo carbonilo da ligagdo “scissile”. Este intermediario ¢ ainda
decomposto pela transferéncia do protdo do acido glutdmico para o grupo de saida da
molécula (SHANSHAN WU et al., 2010).

Figura 2- Mecanismo enzimatico das metaloproteases
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Fonte: https://chem.libretexts.org/Core/Biological_Chemistry/Catalysts/Metalloproteases

3.4 CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DAS PROTEASES BACTERIANAS

As proteases bacterianas como mencionado anteriormente sdo geralmente
alcalinas (com excec¢éo das neutrases) e exibem uma atividade 6tima a uma gama de pH
entre 8,0 e 11,0 séo inativadas por inibidores do sitio ativo de serina tais como fenil-
metil sulfonil fluorida (PMSF) e diisopropil flurofosfato (DIFP). Estas enzimas sdo
concentradas em detergentes e no processamento de peles (ENZYME ASSAYS: A
PRACTICAL APPROACH, 2002). As proteases alcalinas segregadas por bacilos
neutrofilos e alcalofilos sdo de grande interesse comercialmente e representam uma
fonte principal de enzimas proteoliticas produzidas. Elas sdo produzidas principalmente
extracelularmente (KALISZ e SCHULTZ, 2008) com um peso molecular variando de
20.000 a 30.000 daltons’, sdo estabilizadas por Ca* 2 e possuem ponto isoelétrico
caracteristicamente alto (RAHMAN et al., 2005).
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3.4.1 Temperatura Otima e Termo-Estabilidade das Proteases Alcalinas

A estabilidade térmica das enzimas € afetada por pelo menos dois fatores
isolados ou em combinacdo. O primeiro € a estrutura primaria da enzima. Um elevado
teor de aminoacidos hidrofobicos na molécula enzimética proporciona uma estrutura
compacta, que ndo € desnaturada facilmente por uma alteracdo no ambiente externo.
Além disso, as pontes dissulfureto e outras ligacBes proporcionam uma elevada
resisténcia tanto a inativacao do calor como a desnaturacdo quimica. Em segundo lugar,
componentes especificos como polissacarideos e cations divalentes, se presentes, podem
estabilizar a molécula (OZTURK, 2001).

Embora ndo haja evidéncia firme de que as enzimas termoestaveis derivam
necessariamente de organismos termofilicos ha, no entanto, uma maior chance de
encontrar proteinas termoestaveis a partir de bactérias termofilicas (RAHMAN et al.,
1994). Assim, uma vasta gama de proteases microbianas de espécies termofilicas como
Thermus sp., Desulfurococcus e alguns Bacillus spp., tém sido amplamente purificadas
e caracterizadas.

Um dos primeiros bacilos termofilos e alcalifilicos isolados foi uma estirpe de B.
stearothermophilus isolada por Salleh em 1977, que é estavel a 60°C (HAKI E
RAKSHIT, 2003). Inimeros estudos sobre proteases alcalinas microbianas tém sido
feitos tendo em vista de sua relagdo estrutura-funcdo e possiveis aplicagdes, pois
industrialmente séo precisos biocatalisadores estaveis capazes de suportar condi¢fes de

temperaturas altas e pH ndo neutros.

3.4.2 pH étimo das Proteases Alcalinas

Como as enzimas sdo moléculas anfotéricas contém um grande ndmero de
grupos &cidos e basicos, localizados principalmente na sua superficie. As cargas nesses
grupos variardo, de acordo com suas constantes de dissociacdo acida, com o pH de seu
ambiente. Isto afetard a carga liquida total das enzimas e a distribuicdo de cargas nas
suas superficies exteriores, para além da reatividade dos grupos catalisadores ativos.
Estes efeitos sdo especialmente importantes na vizinhanga dos sitios ativos, 0s quais
irdo repercutir efeitos na atividade, estabilidade estrutural e solubilidade da enzima
(MITAL et al., 2006). A maioria das proteases comerciais disponiveis sdo do tipo
subtilisina e sdo ativas na faixa de pH de 8 - 12. As proteases alcalinas de Bacillus
apresentam uma atividade Otima e uma boa estabilidade a valores de pH alcalinos
elevados (MITAL et al., 2006)
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3.4.3 Efeito dos Inibidores

Os perfis de inibicdo de uma enzima ddao uma ideia da sua natureza. De fato, a
natureza do local ativo e o cofator necessario de uma enzima também podem ser
avaliados por estudos usando inibidores (JASON et al., 2000). As proteases alcalinas
sdo completamente inibidas pelo fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) e fluorofosfato
de di-isopropilo (DFP). A perda de atividade é atribuida a sulfonacdo do residuo de
serina essencial no local ativo por PMSF. Este padrdo de inibicdo ilustrado pelas
proteases alcalinas classifica-as como serina hidrélases (OZLEM et al., 2008). No caso
das metalo proteases a inibicdo ocorre na presencga de agentes quelantes como o EDTA
e EGTA. As proteases cisteinicas sao inibidas por indoacetamida ¢ p-CMB, enquanto
que as proteases asparticas ou carboxilicas apenas sdo inibidas por pepstatina
(SANDHYA C. et al., 2006).

3.4.4 Peso Molecular

As proteases alcalinas sdo biocatalisadores com massas moleculares situadas na
gama de 15 a 30 KDa. Existem muitos poucos relatos com proteases alcalinas de massas
moleculares mais elevadas 32KDa (HUANG et al., 2003), 45 e 69 KDa (ZAREENA et
al., 2014). O tamanho diminuto destas proteases certamente é uma vantagem para a sua

producdo de certa forma continua.

3.5 REGULACAO DA SINTESE DE UMA EXOPROTEASE

3.5.1 Inducéo de Proteases Extracelulares

Priest em 1977 prop0s que a sintese de uma enzima extracelular é parcialmente
constitutiva e parcialmente induzivel. As enzimas catabolicas sdo normalmente
induzidas pelo substrato enzimatico, mas as exoenzimas sdo uma excecdo, na medida
em que sdo presumivelmente segregadas porque o substrato é incapaz de entrar na
célula. O substrato, portanto, ndo induz diretamente a enzima. Esta agora estabelecido
que um baixo nivel basal de exoenzimas constitutivas degrada o seu substrato exdgeno e
0s produtos resultantes de baixo peso molecular entram na célula e induzem uma nova
sintese enzimética. Portanto, 0 mecanismo de inducao de exoproteases é mais ou menos
empirico (PRIEST 1977).

3.5.2 “Feed Back Expression “
Os produtos finais da exoenzima podem reprimir a sintese da enzima de uma

maneira semelhante a repressao do produto final das enzimas anabdlicas intracelulares.
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A sintese de proteases extracelulares € bem regulada e é fortemente reprimida pela
presenca de aminoacidos ou peptideos no ambiente (DOROTHY et al., 2012). A sintese
de exoproteases pode ser reprimida por diversas causas como radicais livres e até
mesmo aminoacidos (HENRIETTA et al., 2006).

Comumente observa-se que as proteases extracelulares séo sintetizadas durante a
fase exponencial tardia do crescimento (LOPEZ e LOPERA, 2009). Tem sido
demonstrado que a esporulacdo esta relacionada com a sintese das serina proteases.
Estudos de isolamento de mutantes demonstraram que durante a esporulagdo sdo
elaboradas duas serina proteases que diferem em suas propriedades fisico-quimicas. O
mutante asporogénico poderia sintetizar proteases de serina extracelulares a uma
temperatura ndo permissiva. Isto sugere que a esporulacdo pode ser separada da sintese
de proteinas extracelulares. Mas, na auséncia de serina proteases intracelulares, a
esporulacdo e a producdo de proteinas ndao acontece. O estudo de cultura em batelada e
cultura continua revela que a sintese de proteases se torna maxima quando a
esporulacdo comeca (HANDBOOK ON THE BIOLOGY OF BACTERIA, 2006).
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3.6 PRODUGAO DE PROTEASES POR BACILLUS SP.

As proteases das estirpes de Bacillus sdo amplamente estudadas e uma das
principais razdes sdo as propriedades interessantes que apresentam, incluindo alta
atividade, estabilidade e em alguns casos, seletividade para o substrato. Portanto, séo
varios estudos focados na triagem, purificacdo e caracterizacdo destas enzimas (JAIN et
al., 2012; RAJKUMAR et al., 2011).

Neste contexto, as proteases de Bacillus spp. apresentam varias caracteristicas
notaveis para muitas aplicacdes industriais. Tendo em consideracdo a ampla gama de
pH, temperatura da atividade e estabilidade, estas proteases sdo aplicadas por exemplo
em industrias detergentes para a remocao de manchas em tecidos (ANNAMALAI et al.,
2013). Para esta aplicacdo, a enzima tem de ser altamente tolerante ao ambiente alcalino
e ndo pode ser inativada por varios compostos toéxicos, incluindo oxidantes e
surfactantes. Além disso, as proteases de Bacillus spp. podem também ser aplicadas na
industria alimentar para clarificagdo da goma xantana (ARMENTROUT et al., 1999),
obtencdo de peptideos bioativos e processamento de diferentes alimentos (BOUGATEF
etal., 2012, OZCAN e KURDAL, 2012).

Outra caracteristica destas proteases é a estabilidade em solventes organicos e,
portanto, a sua aplicacdo em sintese organica (CAILLE et al., 2002). Para esta Gltima
aplicacdo, a imobilizacdo da enzima pode ser muito atraente e a reutilizacdo da enzima
pode ser realizada (CORICI et al., 2011).

Com base em todos estes aspectos interessantes das proteases do género
Bacillus, estas enzimas sdo as mais comercializadas e frequentemente relatados varios
estudos utilizando estirpes de B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. subtilis
(FERREIRA et al., 2003, OZCAN e KURDAL, 2012). O uso de microrganismos para a
producéo de proteases apresenta vantagens em comparag¢do com outras fontes, mas nao
é necessariamente rentavel, simplesmente pelo fato dos componentes dos meios e 0
processamento de fermentacdo em larga escala ser dispendioso e frequentemente ndo
permitir a viabilidade da producdo de enzima (contaminag¢do, mutacdo entre outros
problemas). Assim, o primeiro passo importante € a selecdo de uma estirpe de Bacillus
sp. capaz de produzir grandes quantidades de proteases com propriedades desejaveis e
controlaveis.

Com a crescente énfase na rentabilidade para a producdo de enzimas, o uso de

um meio de fermentacdo com baixo custo tem sofrido uma imensa pressdo para um alto
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lucro comercial, considerando que o0s custos dos componentes de fermentacao

correspondem a aproximadamente 30 a 40% do custo total (KIRK et al., 2002).

Por este motivo, o uso de residuos e subprodutos agricolas é o foco de varios
estudos para torna-los alternativas aos componentes caros purificados como,
monossacarideos e oligossacarideos, e fontes de proteinas, tais como peptona e caseina.
Na tabela 2 e 3, mostra-se as condi¢des otimizadas para a producdo de proteases por
diferentes Bacillus sp. em fermentacdo submersa (SmF) e fermentacdo sélida (SSF)
respectivamente, utilizando residuos ou subprodutos agroindustriais como componente

de meios de cultura.

H
) ) p ~ Temperatura Agitacdo Tempo Atividade o
Estirpe inicial . Substrato Referéncia
: (°C) (Rpm) () (U/mL)
meio
Moorthy e
Bacillussp.Bes 11 37 150 48 Melaco  2992,75 Bascar,
2013
o Farelo Nadeem et
B. subtilis pcsis 7,5 37 120 48 ) 107
soja al., 2006
Melago e Helal et al.,
B. subtilis 10 37 150 48 o 401
milhocina 2012
Melago e
Bacillus Shikha et
_ 10 30 120 48 farelo 285
pantotheneticus ) al., 2007
trigo

Tabela 2- Condi¢Oes otimizadas para a produgdo de proteases em fermentagéo

submersa

Fonte: O autor

O aspecto mais importante € a producdo 6tima da protease e para este efeito a
concentracdo de substratos, temperatura, pH, agitacdo e aeracdo deve ser otimizada. O
uso de técnicas estatisticas, incluindo o design de Placket Burman para a selecdo das
variaveis, o delineamento do composto central e a metodologia de superficie de resposta
para a otimizagdo das variaveis também é muito importante (CHENG et al., 2012).

Nesta secdo serdo relatados e discutidos os aspectos mais importantes da producéo de
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proteases, tais como a producéo da enzima por SmF, SSF e a imobilizacdo do Bacillus

sp. para a producdo de proteases em SmF.

Tabela 3- Condic¢es otimizadas para a producdo de proteases em fermentacdo solida

Estirpe ) .

) Umidade Temperatura Tempo Atividade .
Bacillus . Substrato Referéncia
(%) (°C) (h) (U/g)

spp.
_ Farelo de Shivashara
Bacillus sp. . )
1B.99 90-95 50 96 trigo bagaco 7000 e Naik,
cana 2012
Casca grao
B. subtilis . Ramakrish
60 37 72 de bico 8848
KHS-1 etal., 2012
verde
Bacillus Prensado
. Sangeetha
pumilus 60 60 72 Pongonmia 9840
etal., 2011
SG2 pinnata
~ Rathakrish
Casca gréo
Bacillus . e
50 40 48 de bico 258 )
cereus h Nagarajan,
vermelho 2011

Fonte: O autor

3.6.1 Producéo de Proteases por Bacillus spp. em Fermentacdo Submersa

Aproximadamente 90% de todos os biocatalisadores industriais sdo produzidos

em SmF, utilizando meios especificamente otimizados. Usar uma técnica de producéao

por SmF proporciona varias vantagens, incluindo reducdo da contaminacdo devido ao

periodo de crescimento relativamente curto, niveis de conversdo mais elevados dos

substratos devido ao periodo de crescimento controlado, menos trabalho de

monitorizagcdo da producdo e métodos de expansdo escalonados bem desenvolvidos

(GUPTA et al., 2002). O efeito das condi¢cfes nutricionais e ambientais sobre a sintese

de proteases desempenha um papel importante na repressdo ou expressdo da enzima

(GUPTA et al., 2002). Além disso, cada microrganismo tem as suas proprias condi¢es

especificas para a producdo maxima de protease. A parte mais dificil na otimizacao das
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condigcdes de cultura € a interacdo entre os componentes do meio e os fatores de
condicéo de cultura (JISHA V N. et al., 2013).

As proteases sdo extensivamente produzidas durante a fase estacionaria e,
geralmente reguladas pelo estresse de carbono e nitrogénio. Elas estéo associadas com o
inicio da fase estacionaria, pela transicdo do crescimento vegetativo para 0 estagio
inicial de formacdo de esporos. Assim, a producdo de protease esta frequentemente
relacionada com a fase de esporulacdo em muitos Bacillus (PALANIYANDI, YANG e
SUH, 2013).

Por outro lado, com base em alguns relatos, pode-se concluir que a esporulagéo e
a producdo de proteases ndo estdo relacionadas, uma vez que estirpes deficientes em
esporos de B. licheniformis produziram proteases (FLEMING et al., 1995).

Além das fontes de carbono e nitrogénio, o pH é um parametro muito importante
para a producdo de protease de Bacillus sp. sob SmF, considerando geralmente que o
pH dos meios de cultura, afeta tanto as caracteristicas morfologicas quanto as
fisiolbégicas de um organismo e, além disso, afeta fortemente muitos processos
enzimaticos e transporte de compostos através da membrana celular. Além disso, a
producdo das proteases pode ser influenciada pela agitacdo, devido a dificuldade de
manter suficiente oxigénio dissolvido (OD) para o crescimento celular, como descrito
no trabalho de JOO e CHANG (2006).

Tendo em conta que existem varios parametros que interferem na producédo de
proteases, MOORTHY e BASKAR, (2013) que estudaram a producéo de proteases pela
estirpe bacteriana Bacillus sp. BGS, a estirpe foi isolada do efluente de uma inddstria de
processamento de leite e algumas variaveis foram avaliadas para a producdo de enzima.
A secrecdo de protease extracelular é influenciada ndo s6 por fontes de carbono e
nitrogénio, mas também por condigdes de cultura, por exemplo, pH, temperatura,
concentracdo celular e densidade de inoculo. Melago, peptona, pH e tamanho do in6culo
foram selecionados como 0s mais importantes para a produgdo de protease, pelos
autores. Usando um planejamento de Plackett-Burman a estirpe bacteriana escolhida
para este estudo mostrou um aumento gradual no crescimento e producdo de protease
com um aumento no pH (7-11), indicando a natureza alcal6fila da estirpe bacteriana. O
tamanho do in6culo também foi importante, considerando que o tamanho elevado do
inéculo pode atenuar a producdo de enzimas devido a competicdo pelos nutrientes
disponiveis, enquanto que o baixo tamanho do indculo resulta numa menor secrecdo

enzimatica, devido a uma diminuicdo no numero de células. Apos a otimizagdo
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utilizando um sistema hibrido com superficie de resposta e um algoritmo genético, a
concentracdo Otima de componentes de meios e condi¢Bes de cultura encontrada foi de
16,82 g / L de peptona, 11,28 g / L de melago, pH de 11 e 2% (V / v) de inbculo. A
atividade da protease aumentou significativamente com um meio otimizado (2.992,75 U /

mL) em oposi¢do ao meio basal antes da otimizacgao (470,35 U / mL).

A protease de B. amyloliquefaciens B7 foi estudada por CHENG et al. (2012). As
necessidades nutricionais para a producdo de protease alcalina foram otimizadas
inicialmente pelo “screening” dos nutrientes num experimento sem contar interacdo entre
eles e, em seguida, um planejamento Plackett-Burman, pelo qual frutose e extrato de
levedura foram identificados como as variaveis mais significativas. A producdo de protease
aumentou aproximadamente 3,92 vezes comparando a produgdo de protease utilizando o
meio original (51,49 U / mL) ao meio optimizado (242,45 U / mL) composto por 54,14 g /
L de frutose e 16 g / L de extrato de levedura. Apds a otimizacdo, os autores estudaram a
producdo de protease em cultivos em batelada num biorreator de 10 L, resultando em
3120,55 U / mL de atividade enzimatica maxima.

O Bacillus sp. SW-2 foi estudado para producdo de protease em fermentacdo em
utilizando residuos de baixo custo. O rendimento maximo de protease de 2,69 + 0,19 U /
mL foi obtido as 72 h, pH inicial 9, a 45 ° C e utilizando 5% de inoculo e farinha de soja
(10 g/ L) e bagaco de cana (10 g / L) a 180 rpm. A producédo de proteases utilizando os
substratos de baixo custo foi significativamente mais elevada do que a obtida a partir de
substratos dispendiosos (sacarose e peptona) (WELLINGTA e MEIRA, 2006).

A producdo e as caracteristicas de uma protease do Bacillus clausii 1-52 foram
estudadas por JOO e CHANG (2006). A enzima foi produzida sob SmF e os autores
observaram que o pH inicial do meio desempenha um papel critico para o crescimento
celular e a producéo de protease tendo em conta o rendimento da protease. O crescimento
celular foi substancialmente reduzido em pH neutro indicando que B. clausii | -52 era um
alcaldfilo obrigatorio. Os parametros ambientais 6timos para a producdo de protease foram
observados a uma velocidade de agitacdo de 700 rpm e uma taxa de arejamento de 1,5 vvm
a 37 ° C. Deste modo, obteve-se a atividade enziméatica maxima (137,020 U / mL) quando
as celulas foram cultivadas nas condi¢bes a 37 ° C durante 48 h com uma taxa de
arejamento de 1,5 vvm e uma velocidade de agitacdo de 700 rpm num meio (pH 10,6)
contendo farelo de soja, farelo de trigo, maltose liquida, K,HPO,4, Na,HPO,4, MgS0,4.7H,0,
NaCl, FeSO,.7H,0 e Na,CO3; em 4 %, 1 %, 0,1 %, 4%, 0,5 % e 6 % (P/V) respetivamente.



29

3.6.2 Producdo de Proteases por Bacillus em Fermentacdo Solida

A fermentacdo em estado solido (SSF) envolve o crescimento de
microrganismos em substratos solidos, como farelo de trigo e outros residuos
agroindustriais em condi¢Ges de umidade controlada. O substrato deve possuir umidade
suficiente para suportar o crescimento e o metabolismo dos microrganismos (PANDEY,
2000). Apesar da grande importancia industrial da SmF, a SSF apresenta algumas
vantagens em relacdo a primeira, incluindo a simplicidade dos meios de cultivo, a
economia de espaco para a fermentacdo, a ndo exigéncia de maquinas complexas, a
compacidade do recipiente de fermentacdo devido ao menor volume de agua,
equipamentos ou sistemas de controle, rendimentos superiores, menor investimento de
capital e despesas recorrentes e menor demanda de energia (LONSANE et al.2005).
Adicionalmente, tais sistemas podem ser aplicados na gestdo de residuos solidos, na

conservacao da energia da biomassa e na producao de metabolitos secundarios.

No entanto, a SSF apresenta algumas limitacdes, incluindo o monitoramento de
parametros como temperatura, pH, umidade e fluxo de ar e um namero limitado de
microrganismos capazes de crescer sob tais condi¢cdes de umidade (PANDEY et al.,
2000). Contrariamente @ SmF a SSF oferece inimeras oportunidades na transformacéo
de residuos agroindustriais e subprodutos. Parte disso € porque 0s processos de estado
solido requerem menos energia, e produzem menos aguas residuais. Além disso, eles
sdo ambientalmente amigaveis, tendo em conta que resolvem o problema da eliminagéo

de residuos solidos.

Diferente da SmF, a SFF tem alguns outros parametros que devem ser estudados
com muita cautela, como o tamanho de particula do substrato sélido. A disponibilidade
de area de superficie é de extrema importancia para a adesdo microbiana, transferéncia
de massa dos varios nutrientes, composi¢do dos substratos e, consequentemente, 0
crescimento microbiano e formacgéo de enzimas. A disponibilidade de &rea de superficie
depende verdadeiramente da relacdo do tamanho de particula na matriz substrato /
suporte. O teor de umidade / teor de d4gua € também um dos fatores mais criticos,
considerando o crescimento microbiano de SSF pois a formagdo do produto ocorre na
superficie da particula solida do substrato com baixos teores de umidade (PANDEY et
al., 2000).
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3.6.3 Producéo de Proteases por Bacillus spp. em Imobilizacéo

As proteases de Bacillus sp. sdo normalmente obtidas a partir de células livres
(SmF e SSF) ou imobilizadas. Neste ultimo caso, as células sdo usualmente
aprisionadas num polimero natural ou sintético. A técnica de imobilizagdo tem que ser
suave o suficiente para ndo inativar as células e manter o metabolismo ou até mesmo
melhora-lo. Diferentes aspectos das células imobilizadas devem ser avaliados, tais como
concentracdo do gel, periodo de solidificacdo e CaCl, para o caso da gelificacdo ionica,
concentracdo celular, tamanho do aglomerado e porosidade. A imobilizacdo de células
inteiras apresenta varias vantagens quando comparada a sistemas de células livres, tais
como maior rendimento da atividade enzimatica, maior estabilidade operacional, maior
resisténcia a perturbacGes ambientais, menor custo de enzima e uso repetido do
biocatalisador (CARLA et al., 2005). Ap6s a imobilizacdo das células, a fermentagédo
pode ser realizada em SmF. A matriz de imobilizacdo mais utilizada sdo os
polissacarideos como alginato, k-carragenano, agar, quitosana, levando em conta que a
formacdo desses géis em ocorre em condi¢fes muito suaves e caracteriza-se pelo baixo
custo (BLADINO et al., 2001). A imobilizacdo de células microbianas em alginato por
gelificacdo idnica utilizando cétions divalentes tem sido amplamente aplicada para o
aprisionamento de células viaveis para a producdo de um grande nimero de enzimas
(MRUDULA e SHYAM, 2012; KAR et al., 2008).

Kunamneni e Adinarayana (2005) produziram proteases alcalinas de B. subtilis
PE-11, em diversas matrizes em comparagdo com o cultivo de células livres em
fermentacdo submersa. Os autores reportam um aumento de 79.03 % de producdo de

proteases, 15 U/ mL/ hora, com o aprisionamento da célula em alginato de calcio.

3.7 COMPOSICAO DO MEIO DE CULTIVO

Os microrganismos séo cultivados para diversas finalidades na presenca de um
ambiente bioquimico e biofisico apropriado. O ambiente bioguimico é composto pelos
nutrientes conhecidos como 0 meio de cultura. Dentro das bactérias cultivaveis e das
necessidades especiais das mesmas, uma grande variedade de meios de cultura tém sido
desenvolvidos para diferentes finalidades e usos (TODAR 2000). Genericamente
existem dois tipos principais de meios de acordo da sua composi¢cdo. Um meio
quimicamente sintético definido, é aquele em que a composicdo quimica exata é

conhecida. Um meio complexo ou indefinido é aquele em que a constituicdo quimica
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exata do meio ndo é conhecida. Os meios definidos sdo geralmente compostos de
bioquimicos puros. Um meio contendo glucose, KH,PO,4, (NH,) 2HPO, e MgCl, é um
exemplo de um meio definido. Os meios complexos contém geralmente materiais
complexos de origem bioldgica tais como soja, extrato de levedura, peptona, melago ou
licor de milho, cuja composi¢do quimica exata é obviamente indeterminada.

Na industria, os meios complexos sdo preferidos uma vez que a atividade
enzimatica atingivel e os rendimentos celulares sdo muito mais elevados do que os
meios definidos devido & presenca de fatores de crescimento, vitaminas, hormonios e
oligoelementos necessarios. Também pelo seu custo, pois podem ser ou nao residuos
industriais, e 0 seu valor serd sempre inferior que um composto quimico com um grau
de pureza elevado (> 98.5 %) (JISHA V. N.et al., 2013).

3.7.1 OtimizacGes do Meio

Para fins comerciais, a optimizacdo da composicdo do meio € feita para
conseguir determinar os melhores rendimentos, interacOes entre componentes nos
valores da producdo. A optimizacdo ajuda também a minimizar a quantidade de
componentes ndo utilizados no final da fermentacdo aumentando os rendimentos
lucrativos de forma direta. Os esforcos de pesquisa neste método tém prestado uma

atencdo principalmente para:

I. Teste e comparacdo do efeito de diferentes nutrientes de carbono e
nitrogénio como substratos no rendimento de enzimas;
Il. A necessidade de ions metalicos bivalentes no meio de fermentacéo;
I1l.  Otimizagdo de parametros do processo fermentativo como pH,

temperatura, aeracao e agitacéo.

Uma vez que ndo existe um meio predefinido otimizado para a producdo de
proteases, devido as carateristicas diferenciadas entre 0s organismos produtores
e 0s varios tipos de enzimas é necessaria uma otimizacdo para cada enzima e

organismo.

3.7.1.1 Efeitos das fontes de carbono

Os acucares simples como a glicose sdo extensivamente utilizados nos
bioprocessos para a producdo de proteases, mas a sua concentracdo deverd ser
ponderada ou pode ocorrer uma reducdo na producdo de protease devido a repressdo
catabolica (FRANKENA et al., 2006). Um aumento dos rendimentos de proteases
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alcalinas também foi observado na presenca de outros aglcares como a lactose
(MALATHI et al.,, 2001), maltose (TSUCHIYA et al., 2002), sacarose e frutose
(PHADATARE et al., 2003). Como mencionado anteriormente elevadas concentracfes
de hidratos de carbono reprimem a producgdo de enzimas, por essa razdo é preferivel no
processo industrial uma adi¢do continua ou em aliquotas ao longo da fermentacdo para
suplementar o crescimento e manutencdo das celulas e manter um volume minimo de
agucares.

A obtencdo de agucares purificados embora seja um método bem estabelecido na
indUstria incorpora técnicas separativas e processos purificativos que aumentam 0s
custos na producdo das biomoléculas. Por esse motivo 0 uso de subprodutos tem sido
largamente investigado. O soro de leite, um subproduto residual da indastria de
lacticinios contendo principalmente lactose e sais, foi demonstrado como um substrato
potencial para a producdo de protease alcalina (MC KAY et al., 2003). De forma
semelhante, melaco e celulose tém sido usados como fontes de carbono a secrecdo de
protease alcalina maxima foi observada na presenca de celulose pura (Solka-floc®)

como principal fonte de carbono (GUSEK et al., 2004)

3.7.1.2 Efeito das fontes de nitrogénio

Os microrganismos até agora conhecidos podem utilizar tanto formas
inorgénicas como organicas de nitrogénio, requeridas para produzir aminoacidos, acidos
nucleicos, proteinas, componentes da parede celular entre outras biomoléculas
(BHUNIA et al., 2012). Relativamente a importancia das fontes de nitrogénio estas sdo
indispensaveis para 0s microrganismos por cada grama de bactéria cerca de 55 % sédo
proteinas (SHULER e KARGI, 2008) ja as proteases bacterianas sdo compostas por
cerca de 15,6% de nitrogénio (KOLE et al., 1988). As fontes complexas de azoto séo
preferenciais para a producdo de proteases bacterianas, ja que a sintese enzimatica é
reprimida por fontes de azoto facilmente metabolizaveis, como 0s aminoacidos ou
mesmo pela concentracdo de ion amoénio no meio (CRUEGAR e CRUEGAR 1984,
FRANKENA et al., 1986). O farelo de soja vém sido ha bastante tempo referido como
uma fonte de nitrogénio adequada para a producdo de proteases
(CHANDRASEKARAN e DHAR 1983, CHENG et al., 1995).

3.7.1.3 Efeito de ions metalicos e sais
As proteases alcalinas requerem um cétion bivalente como Ca*, Mg®* e Mn**

ou uma combinacdo destes cations, para atividade méxima. Estes cations aumentam
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também a estabilidade térmica de uma protease alcalina de Bacillus. Acredita-se que
estes cations protejam a enzima contra a desnaturagédo térmica e desempenhem um papel
vital na manutencdo da conformacéo ativa da enzima a altas temperaturas (KUMAR e
TAKAGI, 1999). Em particular, verificou-se que os ions metalicos, tais como o0s ions
Ca’*, Mg?* e Mn? * individualmente ou em combinaco, usualmente ddo atividade

méxima & enzima. Especialmente o fon metalico Ca® *

é relatado para aumentar a
atividade e a estabilidade térmica da protease alcalina a temperaturas elevadas
(KUMAR, 2002). Outros ions metalicos que sdo utilizados para estabilizar proteases

incluem Ba?*, Co®*, Fe** e Zn** (JOHNVESLY e NAIK, 2001).

3.8 APLICACOES DAS PROTEASES BACTERIANAS.

3.8.1 Industria de Detergentes

A industria de detergentes € uma area no qual algumas enzimas, tais como
proteases, lipases e amilases, sdo aplicadas para remover manchas de tecidos que sdo
dificeis de remover com detergentes comuns. Estas manchas incluem proteinas,
pigmentos e lipideos. E possivel remover a maioria dos tipos de manchas usando
detergentes em altas temperaturas e agitacdo vigorosa, no entanto o custo de
aquecimento da agua é alto e a longa agitacdo ou danificar os tecidos. Neste contexto, a
utilizacdo de proteases para remocdo de manchas de proteinas, permite utilizar
temperaturas mais baixas e sdo necessarios periodos mais curtos de agitacdo, muitas
vezes apOs um periodo preliminar de imersdo. As proteases de Bacillus sp. encontram
na industria dos detergentes um campo de aplicacdo muito importante. Isto é devido a
natureza alcalofila destas enzimas e a notavel estabilidade que elas apresentam em
contato com tensoativos, detergentes e compostos oxidantes (LAGZIAN e ASOODEH,
2012; HMIDET et al., 2009)

Joshi e Satyanarayana (2013) clonaram e expressaram a protease do Bacillus
lehensis em Escherichia coli. A enzima é uma proteina monomeérica de 39 KDa com
atividade dptima a pH 12,8 e 50 ° C. A atividade de protease teve um aumento na
atividade com SDS, Co2 *, Ca® *, b-mercaptoetanol e inibida por Hg e fluoreto de
fenilmetilsulfonilo. Além disso a enzima era compativel com detergentes comerciais
tais como Surf, Excel, Safe, Wash, Rin, Tide, Ariel, Ezee e Condite.

Uma protease produzida por uma estirpe de Bacillus sp. isolada da dgua do mar
foi descrita por Sinha e Khare (2012). A protease foi purificada e apresentou atividade

Optima a pH 9,0 e 60 ° C. A protease foi completamente estavel em Tween 80, Triton-X
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100 e € compativel com detergentes comerciais tais como Wheel, Henko, Rin, Vim e
Pril. A enzima foi aplicada na remoc¢édo da mancha de sangue e o tratamento das pecas
de tecido causando um aumento méximo no indice de reflectancia e brancura em

comparagdo com o controle.

3.8.2 Industria Alimentar

As proteases de Bacillus sp., que podem ser originarias de preparacoes
comerciais ou obtidas a partir de estirpes nativas, encontram uma vasta gama de
aplicacdes na industria alimentar. Algumas destas aplicagdes podem ser consideradas
em mais do que um campo industrial especifico, por exemplo, os peptideos bioativos
podem ser aplicados na industria alimentar e farmacéutica. Aqui estdo descritos alguns

trabalhos e aplicacOes relevantes de proteases de Bacillus sp. na industria de alimentos.

3.8.2.1 Peptideos bioativos

Diversos tipos de proteinas podem ser hidrolisadas, resultando em peptideos,
também chamados hidrolisados de proteinas com notaveis atividades bioldgicas, tais
como atividades anti-hipertensivas, imune estimulantes, antimicrobianas e antioxidantes
(DANQUAH e AGYEI, 2012). Estes peptideos podem por exemplo, ser obtidos a partir
da aplicacdo de proteases em proteinas do leite (caseina e soro de leite), ovo (albumina),
soja, entre outros. Podem ser produzidos a partir de proteinas precursoras utilizando
hidrolise enzimatica por enzimas digestivas, fermentacdo de alimentos como leite com
culturas iniciadoras proteoliticas, protedlise por enzimas derivadas de microrganismos
ou plantas (KORHONEN e PIHLANTO, 2006).

Existem varios relatos na literatura sobre a obtencdo de peptideos bioativos
usando proteases de Bacillus sp. com resultados interessantes.

DAROIT et al., (2012), mostraram que ocorriam diferencas nas atividades
antioxidantes e antimicrobianas do caseinato de sodio, apds a utilizacdo da protease de
Bacillus sp. P45 em leite de ovinos. Apds a hidrdlise observou-se a exposicdo de
aminoacidos aromaticos para 0 meio aquoso, ocorrendo uma ligeira diminuigdo na
hidrofobicidade superficial, indicando a exposi¢cdo de grupos hidrofébicos na superficie
dos peptideos gerados. O tempo da hidrélise criou diferentes propriedades funcionais
dos peptideos. Os peptideos apresentaram um aumento nas propriedades antioxidantes,
apos trés a sete horas de hidrolise. A inibicdo do crescimento de diferentes

microrganismos, como Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Corynebacterium fimi,
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Listeria monocytogenes ocorrem com hidrolisados de uma hora que também mostraram
também atividade antifangica.

Os bio-peptideos de ostra produzidos por hidrélise proteolitica da protease de
Bacillus sp. CM98011 foram estudados em diferentes concentragdes por WANG et al.,
(2010). Os autores relataram atividade antitumoral e efeitos imune estimuladores dos
hidrolisados de ostras em ratos e observaram que o crescimento do sarcoma-S180
transplantavel foi plenamente inibido, o efeito ocorre em relacdo da dose suplementada
do hidrolisado de ostra aos ratos. Neste caso, os roedores que receberam 0,25, 0,5 e 1
mg / g de hidrolisado por peso corporal, via oral tinham 6,8%, 30,6% e 48% menos de
crescimento tumoral, respectivamente. Os coeficientes de peso do timo e do bago, a
proliferacdo do dos linfocitos no bacgo e a taxa fagocitaria dos macréfagos em ratos com
0 sarcoma aumentaram significativamente ap6s a administragdo dos peptideos. Conclui-
se no estudo que os hidrolisados de ostra produziram efeitos imune estimuladores fortes,

0 que pode resultar na sua atividade antitumoral.

3.8.2.2 Processamento de alimentos

As proteases vém sido progressivamente utilizadas no processamento de varios
alimentos, tais como queijos, preparacao de hidrolisado de soja, amaciamento de carnes
entre muitos outros. As proteases utilizadas nas industrias transformadoras de queijo
proveem de trés fontes que sdo: retalhos animais, coagulantes microbianos e quimosina
geneticamente modificada. Na fabricacdo de queijo, a funcdo primaria das proteases &
hidrolisar a ligacdo peptidica especifica (a ligacdo phe 105-Met 106) para gerar p-k
Caseina e macro peptideos. A quimosina é preferivel porque tém uma alta
especificidade para a caseina, é nesta proteina que é necessaria uma agdo hidrolitica
para obter um 6timo desempenho na producéo de queijo. (ZHENG-Y1 et al., 2016). Ha
um foco principal na utilizacdo de proteinases e peptidases no processo de maturacdo de
produtos lacticos. As proteinas sdo parcialmente hidrolisadas por proteases microbianas
originando compostos de baixo peso molecular. Estes sdo ainda decompostos por
peptidases em diversas substancias nitrogenadas, tais como proteases, peptonas,

aminoéacidos e aminas que contribuem para o sabor do queijo (FOX et al., 1996).

Em 2012, OZCAN e KURDAL avaliaram os efeitos de uma protease B. subtilis
e lipase de Mucor miehei sozinhos e combinados com a cultura inicial para o
“amadurecimento” do queijo Mihalic tradicional turco. Eles relataram que quando a

protease foi aplicada em sinergia com a lipase um sabor e textura mais apelativos foram
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obtidos, com uma maturacdo acelerada face ao processo normal. As composi¢des dos
queijos foram alteradas pelo tipo de enzimas e tempo de amadurecimento. Quando a
protease foi adicionada aos queijos, originou um sabor ligeiramente amargo e numa
textura mais quebradica; devido a intensa degradagdo da B-caseina, 0 mesmo efeito ndo

foi tdo intensamente visualizado em queijos onde ao cultivo inicial se adicionou lipase.

Uma protease comercial de B. subtilis, foi aplicada durante o amadurecimento de
uma linguica seca tradicional. Observou-se que quando a enzima foi aplicada, as
proteinas mio fibrilares foram afetadas, resultando em maior perda de solubilidade do
que a produzida nas proteinas sarcoplasmaticas. As linguicas tratadas apresentaram um
aumento na fracdo de nitrogénio ndo proteico, comparativamente as linguicas sem
tratamento enzimético. A fraccdo de aumento de nitrogénio a-NH; nos peptideos foi
maior no produto com a enzima Neutrase (78,29%) ja no produto sem enzima o nivel
permaneceu nos niveis normais (20,93%). Foram ressaltadas alteracfes nos parametros
de textura foram apds uma criteriosa analise sensorial e algumas delas impediram a
aceitacdo do produto (ZAPELENA et al., 2007).

3.8.3. Industria Farmacéutica

A utilizacdo de catalisadores sintéticos organicos, na sintese de peptideos, possui
vantagens na producdo em larga escala e rendimentos elevados. No entanto, estes
métodos quimicos trazem alguns problemas pertinentes, como: quantidades excessivas
de agentes de acoplamento, solventes, a necessidade de protecdo de cadeias laterais de
aminoacidos e o mais importante a necessidade de processos de purificacdo devido a
formagéo de misturas racémicas. A utilizacdo de enzimas entre as quais, as proteases e
lipases microbianas tém multiplas vantagens, como condi¢cdes de reacdes suaves, um
nimero diminuto de passos de reacionais sdo bastante atrativas a nivel industrial.
ReacOes que envolvem o uso de proteases séo frequentemente realizadas em sistemas
organicos, onde o equilibrio da reagdo é favordvel a sintese em vez de hidrélise (POPPE
e NOVAK, 1992). Para além disso, as proteases tém uma elevada solubilidade,
procedimentos simples da purificacdo e uma reduzida contaminacdo de solventes
organicos.

A aplicacdo de uma protease alcalina imobilizada de Bacillus subtilis com
propriedades terapéuticas foi ja estudada para o desenvolvimento de formulas
medicinais na base de um gel macio, composi¢des de pomada, gaze, peliculas e novos
materiais de sutura (DAVIDENKO, 1999). Est4d também relatada a degradacdo
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fibrinolitica, onde a protease preferencialmente degrada a fibrina, 0 que sugere uma
futura aplicacdo na terapia trombolitica e farmacos anticancerigenos (MUKHERJEE et
al., 2011).

Uma protease estereosselectiva de Bacillus amyloliquefaciens KCCM 12091 foi
ja usada na a sintese enzimatica estereosselectiva de um precursor do aspartame (SHIN
et al., 2003)

A hidrélise seletiva do enantibmero R de 2-etoxi-carbonil3,6-dihidro-2H-pirano
produzindo S-2-etoxicarbonil-3,6-di-hidro-2H-pirano numa alta taxa reacional obtendo
uma grande pureza 6ptica foi possivel com o uso de uma protease de Bacillus lentus.
Estes compostos sdo intermediarios para a sintese da proteina a quinase C, que é um
inibidor no tratamento de retinopatia e nefropatia em pacientes com diabetes mellitus
(CAILLE et al., 2002). Da mesma forma a producdo de véarios intermediérios quirais
chave na sintese de agentes anti-inflamatdrios, antivirais e anti-leucémicos, utilizando
enzimas tais como, uma protease serinica de uma estirpe de Bacillus sp. foi ja realizado
por Mahmoudian (2000).

Diversas biotransformagGes ndo convencionais, tais como processos de
formagdo de ligagdes C-C, reacBes aldol, Henry e Mannich, foram possiveis usando
uma protease comercial de B. licheniformis imobilizada de agregados enzimaticos
reticulados (Alcalase-CLEA®) (LOPEZ-IGLESIAS, 2011).

3.8.4 Industria Téxtil

As proteases com capacidade de hidrolisar a queratina, que € uma proteina
fibrosa insolGvel, recebem uma atencdo especial devido a ser um importante
componente do cabelo, penas, 1&s e unhas. A queratina tem uma estrutura muito estavel
maioritariamente com cadeias em o-hélice ou B-folha reticulada com pontes de cisteina,
adquirindo assim uma grande estabilidade mecéanica, dificilmente degradavel por
subtilisina, papaina e pepsina (BACH et al, 2012). A 1a é uma fibra animal natural
comumente usada em tecidos, mas requer tratamento de processamento fisico e quimico
para tais aplicagfes. Por esse motivo, as queratinases sao aplicadas na industria téxtil,
em diferentes etapas, a mais notavel é a substituicdo dos métodos fisico-quimicos
convencionais no processamento de téxteis criando desta forma um processo
ambientalmente correto e sem poluicdo, atribuem também uma maior resisténcia ao
encolhimento e melhoram as propriedades do manuseio (LV et al., 2010). A protease
que atua sobre a fibra de 18 pode ser um método alternativo para o processo tradicional

de cloro-resina anti-encolhimento, o que resulta em polui¢do ambiental.
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Uma protease de Bacillus sp. O SJ-12 foi aplicada para tratar 1a e seda.
Observou-se que aumentando o tempo de tratamento da protease até 48 h, ocorreu uma
melhoria no tingimento dos tecidos, as superficies dos fios individuais dos tecidos
tornaram-se mais suaves. No entanto, ndo foram detectadas alteragfes mecanicas nos
tecidos (KIM et al., 2005). Cultivos de bactérias isoladas proteoliticas identificadas
como Bacillus thuringiensis foram aplicados sobre fibras de 1& e também tecidos.
Durante o crescimento bacteriano, a fibra de 14 perdeu peso, mas o diametro da fibra
ndo mudou. Quando se utilizou tecido de 18 em vez de perda de peso de tecido de fibra
de 14, ndo foram encontradas diferencas significativas no encolhimento (INFANTE et
al., 2010).

A confeccdo de peles € uma das atividades industriais mais impactantes no
ambiente. Uma vez que a matéria-prima sdo 0s couros dos animais, sdo produzidos
grandes quantidades de residuos devido a necessidade de cortes especificos ou
imperfeicdes no processo. Relativamente aos bovinos a pele representa 7% do seu peso
e apenas 25% é efetivamente transformado em couro, 0s demais intermediarios ou
subprodutos do processo sdo residuos de alto impacto ambiental (COOPER et al.,
2011). O uso de cal, sulfureto e cromio sdao também poluentes em grande escala neste
sector industrial. A remocdo dos pelos do couro usando proteases vem sido
progressivamente mais utilizada, considera-se que esta é uma opgdo confidvel ao
processo convencional, evitando os problemas criados pela poluigdo por sulfetos. As
principais vantagens do uso de um processo enzimatico sdo a reutilizagdo do pelo como
um subproduto para a producdo de: fibras sintéticas, biogas, agente espumante para
extintores de incéndio e remocdo total de cal e sulfureto do efluente, fertilizantes
agricolas, condicionadores de solo, compostagem, alimentos para animais / aves e
também para a producdo de cosméticos, produtos farmacéuticos e aminoacidos, como a
cisteina (PALIWAL et al., 1994).

A aplicacdo de uma protease da estirpe de B. subtilis na producdo de couro,
nomeadamente na remocdo dos pelos e raiz dos mesmo na derme foi aumentada até 6
vezes face ao processo convencional. As condi¢cdes de reacdes Otimas foram com um
pH entre 9 e 10 e uma temperatura de 37 — 55 ° C (DETTMER et al., 2012).

3.8.5 QOutras Aplicactes
O Xanthomonas campestris produz um polissacarideo, que apresenta uma
estrutura bastante singular e propriedades visco-elasticas e emulsificantes muito uteis,

por essa razao a goma Xantana é comercializada com tanto sucesso. Este biopolimero é
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utilizado como emulsificante ou agente de controlo da viscosidade em aplicacOes
alimentares, farmacéuticas, agricolas e entre outras. No entanto existe um grande
problema relacionado ao uso desta goma, uma vez que as células bacterianas usadas
para a producdo da goma ficam envolvidas na malha do polissacarideo e contaminam o
produto final com uma turbidez. A separacdo das células bacterianas da goma ndo €
sempre requerida, mas a sua remocao € essencial quando a transparéncia do produto €

um requisito.

Entre os possiveis processos para retirar as células de X. campestris estdo: a
centrifugacdo, tratamento térmico e tratamento alcalino. Relativamente a centrifugacéo
este processo € bastante simples, contudo devido a sua alta viscosidade, tém de ser
diluido diversas vezes para poder-se sedimentar a biomassa, naturalmente ter-se-a
posteriormente processos adjacentes para a remocéo da dgua. A remogao de células por
tratamento térmico ocorre a altas temperaturas, frequentemente a goma é degradada
termicamente. O uso de um pH altamente alcalino como tratamento pode também
resultar na degradacéo da goma. Em contraste, verificou-se que o tratamento enzimatico
é eficiente para obter polissacarido clarificado (SURESH e PRASAD, 2005). Os
compostos das paredes celulares bacterianas, nomeadamente as peptido-glicanas, podem
ser lisados por algumas enzimas tem-se utilizado proteases de diversas fontes para a
deterioracdo de células X. campestres, para se obter um produto bastante incolor,
incluindo Trichoderma koningii (TRIVENI e SHAMALA, 1999) Pseudomonas sp.
(SHASTRY e PRASAD, 2002), Lysobacter (POLLOCK e YAMAZAKI, 1993), B.
subtilis, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens e Bacillus pumilis (KOHLER et al.,
1984)

As proteases tém sido usadas para a obtencdo de quitina mais pura,
tradicionalmente este processo envolvia o uso de &cidos e/ou bases fortes, que podem
causar uma hidrolise parcial do polimero (GAGNE e SIMPSON, 2003). Alguns artigos
da literatura relatam resultados interessantes desta aplicacdo usando proteases de
Bacillus sp. YANG et al. (2000) realizaram a desproteinizagdo fermentando, casca de
camardo, carapaca de caranguejo e residuos de casca de lagosta com estirpes de B.
subtilis. A remocédo de proteina de 88%, 67% e 83%, respectivamente estes resultados
sdo melhores do que os obtidos com os residuos tratados com acido que resultaram em

76%, 62% e 56%, respectivamente.
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A prata € um dos metais mais preciosos e nobres usados em larga escala na industria
fotogréfica. Cerca de 25% da necessidade mundial de prata é obtida através de prata reciclada,
dos quais 75% sdo obtidos a partir de residuos fotograficos (NAKIBOGLU et al., 2003). As
proteases alcalinas de Bacillus spp. (FUIIWARA e YAMAMOTO, 1987) e fungos (INGALE et
al., 2002, SHANKAR et al., 2010) tém sido utilizadas com sucesso para recuperar prata a partir

de filmes fotograficos usados.

3.9 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS NA PRODUCAO DE PROTEASES

De acordo com os dados da safra de gréos de soja de 2016, a Producdo brasileira de soja
2015/2016 e os dados econémicos da Embrapa Soja, o Brasil continua a ser o segundo maior
produtor desta espécie oleaginosa no mundo. Com um total de 33,109 milhGes de hectares de
area plantada, e 106,934 milhdes de toneladas de gréos de soja, dos quais sdo produzidos 30,9
milhdes de toneladas de farelo de soja, cerca de 29 % da producdo. Segundo os dados do
Agrosat (2017) o volume de negdcios para a exportagdo do farelo de soja é de cerca de 5,8
bilhdes de dolares americanos, para 14,8 milhGes de toneladas de farelo de soja, cerca de 50 %
da produgéo como se pode ver na figura 3.

Figura 3- Resumo econémico dos graos de soja e farelo de soja para 2016

31%

15%

29%

m Consumo interno graos de soja m Exportacdo de graos de soja

® Farelo de soja exportado Farelo de soja importado
Fonte: Adaptado de CONAB e EMBRAPA 2017

O preco por tonelada do farelo de soja é de cerca de 391 dblares americanos, o que
representa em reais cerca de 1,20 reais por kg de farelo. Obviamente este produto pelo seu custo
torna-se ja vantajoso, mas além disso o farelo de soja tem ainda uma composicdo muito
interessante como se pode ver na tabela 4, compilada por PETTERSSON D. e PONTOPPIDAN
K. (2013).



Tabela 4- Composicao do farelo de soja

Intervalo de valores

(g / Kg em base seca)

COMPONENTE MENOR MAIOR
Proteina bruta 490 540
Amido 0 27
Lipideos 17 21
Acucares de baixo peso molecular

Monossacarideos 5 8
Sacarose 55 81
Rafinose 53 67
Polissacarideos de amido neutros
Ramnose 3,7 5
Fucose 2,9 3,1
Arabinose 22 25
Xilose 15 18
Manose 9 13
Galactose 37 40
Glucose 50 59
Polissacarideos de amido acidos
Acido urénico 39 41

Fonte: Adaptado de PETTERSSON D. e PONTOPPIDAN K. (2013).
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Segundo os autores, de acordo com o local de origem e as condicBes de
processamento os valores dos componentes podem divergir, por esse motivo na Tabela
4 se encontram os intervalos superiores e inferiores para esses componentes. A
aplicabilidade do farelo de soja destina-se quase inteiramente a alimentacdo animal,
principalmente bovinos, aves e suinos (ABDALLA et al., 2013).

Existe entdo uma oportunidade para aplicar este agro residuo na industria,
Witek-Krowiak A. et al., (2013) modelaram e otimizaram o uso do farelo de soja para a
absorcdo de Cr®, Hojilla-Evangelista. (2010) formulou uma cola para prensados de
madeira com a incorporacdo de farelo de soja até 52 % da mistura mantendo
propriedades semelhantes a formulacao tradicional.

Porém o uso do farelo de soja como substrato a producdo de biomoléculas tem
tido uma aderéncia crescente devido ao seu preco e constituicdo. Gupta R. et al., (2003)
otimizaram a producdo de uma protease utilizando farelo de soja no meio até atingirem
3914 U/ mL.

Xiao Z. J. et al., (2006) através de otimizacao estatistica usando como principais
componentes do meio melaco e farelo de soja, conseguiram produzir 35,4 g/ L de
acetoina por B. subtilis CICC 10025. A acetoina é um valioso aroma presente no vinho,
mel, coco, manteiga, café, morango entre outros produtos, existem algumas vias
quimicas de sintese, mas todas com baixos rendimentos e processos dispendiosos (Xiao
Z. J. et al., 2006). Andrade M. et al., (2013) utilizando o fungo Botryosphaeria ribis
EC-01 em fermentagdo submersa com farelo de soja e farelo de mamona destoxificado
produziram 4820 U /g de lipases, demonstrando um novo método de producdo com
precos competitivos aos do mercado atual. Satbir S. e Bijender B. (2015) produziram do
B. subtilis K-1através de multiplas otimiza¢6es com residuos agroindustriais incluindo o
farelo de soja, uma protease com temperatura de atividade 6tima de 70 °C, e pH 9 com
uma atividade de 712 U/ mL.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MICRORGANISMO
O microrganismo utilizado foi o Bacillus amylolifquefacieans MO0.04b
originalmente isolado do solo das imediacGes da Refinaria Getulio Vargas (REPAR-PR) por
Granzotto et al., (2012). A bactéria foi cedida pelo Prof. Dr. André Luis de Oliveira do
Departamento de Bioguimica e Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina. Esta
cepa foi mantida em tubos de ensaio contendo meio sélido de DYGS sob refrigeracéo a -

4+2°C com repiques trimestrais.

4.2 MEIOS DE CULTIVO
4.2.1 Meio de Manutencdo (DYGS)

A tabela 5 descreve a composi¢cdo do meio DYGS (“Dextrose Yeast Glucose
Sucrose”) (RODRIGUEZ NETO et al., 1986). Todos os reagentes foram adicionados ao
baldo volumétrico, o pH ajustado a 6.0 num volume total de 1L, para o meio solido foi

adicionado 15 gramas de Agar-agar

Tabela 5- Composic¢éo do meio DYGS

Composicédo g.L?
Extrato de Levedura 2,0
Fosfato monoacido de potassio 0,5
Glicose 0,2
Peptona 1,5
Sulfato de Magnésio 0,5

Fonte: Rodriguez Neto, 1986

4.2.2 Meio Minimo de Sais Minerais
O Meio Minimo de Sais Minerais foi preparado segundo Neto et al., (2008). (Tabela
6)

Tabela 6- Composic¢do do meio minimo de sais minerais

ComposiGao g.L?
KH,PO, 3,0
K;HPO, 7,0
MgSO,.7H,0 0,2

(NH4)2S04 1,0
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4.2.3 Residuo Agroindustrial

O residuo agroindustrial utilizado na fermentacdo foi o farelo de soja, cedido
pela Granosul Agroindustrial-Cambé/PR. E cuja composicdo centesimal estd na tabela
1.

Tabela 7- Composicdo centesimal dos residuos agroindustriais

Umidade Cinzas Lipideos Proteinas Carboidratos
(%) (%) (%) (%) (%)

Farelo Soja 24 4 5 47 14
Fonte: Adaptado de Massi, 2014

4.3 PREPARO DO INOCULO

O in6culo foi preparado em Erlenmeyers de 50 mL, que continham 9 mL da
solucdo minima de sais minerais e 1mL de glucose 2% previamente autoclavados a uma
pressdo 120 KPa ~121 °C, por 15 minutos. A bactéria foi transferida da cultura de
estoque com o auxilio de uma alca em ambiente asséptico. Os Erlenmeyers foram entéo

incubados por 24 horas a 37 °C com agitacao de 180 rpm.

4.4 FERMENTACAO SUBMERSA

4.4.1 Preparagéo dos Cultivos

A fermentagdo submersa ocorreu em Erlenmeyers de 50 mL contendo 9 mL do
meio minimo de sais, 1 mL de glicose a 2%, uma fonte de nitrogénio e 200 pL do
indculo (2% v/v). O tempo de fermentagdo foi de 24h, a 37 ° C e agitacdo de 180 rpm.
Todos os experimentos foram realizados em triplicatas ou quadruplicatas para o caso da

avaliacdo de enzimas no delineamento do composto central.

4.4.2 Interrupgéo dos Cultivos
A fermentacéo foi interrompida por centrifugacdo a 6000 rpm por 15 minutos a
4 °C. O extrato livre de células (ELC) obtido foi dialisado em agua destilada por 36 h,

com trocas de agua a cada 12 h.

4.4.2.1 Determinacéo do pH
Os ELC dos cultivos foram submetidos a determinacdo de pH através de um

potenciometro.
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4.4.3 Curva de Biomassa

Para a determinacdo da biomassa proveniente das fermentacbes foi necessario
construir uma curva de calibracdo utilizando a seguinte metodologia: A partir da cultura
estoque de B. amyloliquefaciens MO.04 com auxilio de uma alga em ambiente estéril
foram retiradas pequenas amostras de material bioldgico; esse material foi transferido
para 4 Erlenmeyers de 50 mL contendo 10 mL de meio DYGS cada. Os frascos foram
incubados a 37 £ 2 °C, 180 rpm e 24 horas. Apds esse periodo, as células foram
removidas por centrifugacdo a 6.000 rpm durante 15 minutos e o sobrenadante foi
descartado. Posteriormente, as células foram lavadas com solucéo salina 0,85 % (m/v)
por trés vezes para a remoc¢do completa de residuos do meio e foram ressuspensas em 5
mL de solucdo salina. A biomassa foi distribuida em triplicatas de 1,0 mL em cadinhos
de aluminio, que foram deixados em estufa a 70 °C, durante 48 horas, ou até peso
constante. Posteriormente, 1 mL da biomassa de células foi diluido vérias vezes (1:50,
1:60, 1:79, 1:80, 1:90, 1:100) e a turbidez quantificada a 600 nm para a obtencdo da
curva de calibracdo da biomassa. A partir da curva, se obteve a equacdo da reta com a

qual foi possivel calcular da concentracdo celular em diferentes amostras.

4.5 PRODUCAO DE PROTEASE POR Bacillus amyloliquefaciens MO-048

4.5.1 Avaliacdo da Melhor Concentracéo de Farelo de Soja no Meio

Nesta etapa os cultivos foram realizados durante 24h a 37 °C e 180 rpm, onde
foram adicionadas diferentes concentracdes de farelo de soja, (0,2 %; 0,4 %; 0,8 %; 1,6
%; 2% e 4%, m/v) aos Erlenmeyers contendo o meio de sais minimos, 0,2 % (m/v)

glucose e 1 % (m/v) de Extrato de Levedura e o inéculo.

4.5.2 Avaliacdo da Fonte de Nitrogénio
A producdo de proteases com farelo de soja foi avaliada na presenga de extrato
de levedura ou peptona na concentragdo de 1 % (m/v), para diferentes concentracGes de

Farelo de Soja, em meio de sais minimos com glucose a 0,2 % (m/v).

4.5.3 Avaliacédo da Cinética de Producéo
Ap0s a selecdo da fonte de nitrogénio e a melhor concentracéo de farelo de soja,
foi avaliada a atividade da enzima em funcdo do tempo de cultivo. O cultivo foi

interrompido nos tempos de 4, 8, 12, 16, 24 e 36 horas.
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4.5.4 Planejamento fatorial e Analise por Metodologia de Resposta

Ap0s selecionar as variaveis que influenciam na producdo de proteases por B.
amyloliquefaciens MO-04b, foi realizado um delineamento composto central 2° com
trés pontos axiais totalizando 19 experimentos. 5 niveis, de forma a obter a formulacéo
para os melhores rendimentos. O delineamento foi realizado usando 2% de farelo se

soja (m/v).
4.5.4.1 Delineamento do composto central para a producédo de proteases

Na otimizagdo pretendeu-se usar a concentragdo de 2% (m/v) farelo de soja as
variaveis usadas e os niveis sdo apresentados nas tabelas 8 e 9.

Tabela 8- Valores Codificados otimizacédo

Ensaio X1 X2 X3 X1(g%) X2(3%) X3 (g%)
1 -1 -1 -1 0,7 0,3 1,4
2 1 -1 -1 1,3 0,3 14
3 -1 1 -1 0,7 11 1,4
4 1 1 -1 1,3 1,1 1,4
5 -1 -1 1 0,7 0,3 2,6
6 1 -1 1 1,3 0,3 2,6
7 -1 1 1 0,7 1,1 2,6
8 1 1 1 1,3 1,1 2,6
9 -1,68 0 0 0,5 0,7 2,0
10 1,68 0 0 15 0,7 2,0
11 0 -1,68 0 1 0 2,0
12 0 1,68 0 1 14 2,0
13 0 0 -1,68 1 0,7 1,0
14 0 0 1,68 1 0,7 3,0
15 0 0 0 1 0,7 2,0
16 0 0 0 1 0,7 2,0
17 0 0 0 1 0,7 2,0
18 0 0 0 1 0,7 2,0
19 0 0 0 1 0,7 2,0
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Tabela 9- Codificacédo dos valores para a otimizacao

Variavel Cddigo -1,68 -1 0 1 1,68
Glucose X1 0.5 0,7 1 13 15
0 03 07 11 1.4

Ex. Levedura X2

Farelo Soja X3 1 1.4 2,0 2,6 3,0

Fonte: O autor

4.4.5 Determinacéo da Atividade Proteolitica

Aliquotas de 250 pL de ELC dialisado foram incubadas a 37 £ 2 ° C por 1 hora
com 250 pL do tampéo glicina-NaOH 5 mM, (pH 9.5), 250 pL de soroalbumina bovina
5 mg/mL e 250 uL de agua destilada. A reacdo foi interrompida com a adicdo de 250
pL de &cido tricloroacético 10 % (m/v) seguida de centrifugacdo a 3000 rpm por 15
minutos. A concentracdo de tirosina solivel no sobrenadante foi determinada pelo
método de Hartree (1970). Uma unidade de atividade proteolitica (U/mL) foi definida
como a quantidade de pmoles de tirosina soluvel liberada por mL do extrato enziméatico
por minuto, nas condi¢Oes da reacdo. A equacdo utilizada para célculo da atividade é

descrita na equacéo 1.

1
volume

U-mL=[T]x

X % x Df  Equacdo 1

Onde [ T ] € igual a concentracdo de peptideos na reta da equacdo da curva
analitica, t indica o tempo de incubacdo (60 minutos) e Df é referente ao fator de
diluicéo.

4.4.6 Determinagdo das Proteinas Totais

Para a determinacdo quantitativa das proteinas totais foi utilizado o método
descrito por Hartree (1972), utilizando o padrdo de soroalbumina bovina (200 pg/mL).
A curva de calibragdo foi construida com base nas leituras espectrofotométricas a 595

nm, na faixa de sensibilidade de 20 a 250 pg/mL.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CONSTRUCAO DA CURVA DE BIOMASSA
A curva de calibracdo da biomassa foi obtida através da relagdo entre a
absorbancia e diferentes concentracGes de biomassa. Por ser uma metodologia menos
trabalhosa do que a determinacdo por plagueamento e determinacdo das unidades
formadoras de colbnias por mL foi escolhida esta metodologia para determinar o

crescimento bacteriano nos cultivos (Figura 4).

Figura 4- Curva da biomassa de Bacillus amyloliquefaciens M0-04b
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Fonte: O autor

5.2 AVALIAGAO DA MELHOR CONCENTRAGAO DE FARELO DE SOJA NO MEIO

Averiguou-se qual o impacto do residuo agroindustrial no cultivo bacteriano
para a producdo de proteases. Dessa forma utilizou-se um volume total de meio de 10
mL sais minimos, com glucose a 0,2% (m/v) e extrato de levedura 1% (m/v) com
diferentes concentracdes de farelo de soja (0,2 %, 0,4%, 0,8%, 1,6 %, 2% e 4% m/v).

Os resultados obtidos encontram-se representados na tabela 10.
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Tabela 10- Atividade enzimatica por Bacillus amyloliquefaciens MO-04b em diferentes

concentracdes de Farelo de soja

) Atividade enzimatica
Farelo de soja (%)

(U / ml)
0,2 2,35 £ 0,530
0,4 3,62+ 0,675
0,8 6,26 £ 0,804
1,6 16,13 + 4,153
2,0 26,53 + 4,452
4,0 18,23 + 0,409

Fonte: O autor

Relativamente aos dados obtidos, obtém-se a melhor atividade, 26,53 U/mL,
com a adicdo de 2 % (m/v) de farelo de soja a0 meio, os resultados obtidos sé&o
semelhantes para a literatura reportada onde se utilizam valores na faixa de 1 a 2% para
a concentracdo de farelo de soja.

Han-Seung J. e Chung-Soon Chang (2005) utilizaram uma estripe de Bacillus
sp. 1-312, para producdo de proteases e a melhor atividade proteolitica, 10,5 U/ mL, foi
obtida com a concentracdo de 1,6 % (m/v) de farelo de soja. No entanto a protease tinha
uma atividade mais alcalina a pH=11 e uma temperatura de atividade Otima
substancialmente maior, de 60 °C. Todas as condi¢Ges de cultivo foram semelhantes as
utilizadas, T = 37 °C, agitacédo de 200 r.p.m., apenas 0 meio tinha a adi¢do de carbonato
de calcio o que presumivelmente indica um pH inicial mais elevado que o usado.

Ja Seong-Jun Cho et al., (2004) purificaram duas proteases utilizando um meio
bastante semelhante que se diferencia apenas pelo uso de lactose (1 %) e com cloreto de
calcio (0,03%), obtendo uma atividade maxima para a protease serinica de 17 U/mL
com farelo de soja a 1% (m/v). Song Bo et al., (2013) isolaram uma estirpe de B.
amyloliquefaciens de um mangue na China, deste microrganismo conseguiram um
méaximo de atividade de 10 U/mL, para um periodo de 36 h a 28 °C com o meio de
Luria-Bertani.

Mukhtar H. e Haq I. (2013), avaliaram a atividade proteolitica de uma estirpe de
Bacillus subtilis em presenca de concentragdes semelhantes as utilizadas e obtiveram
um perfil muito semelhante ao apresentado com a maior atividade para a concentracao

de 2 % como valor méximo de 11 U/ mL.
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5.3 AVALIAGAO DA CONCENTRAGAO DE FARELO DE SOJA NA PRESENGCA DE PEPTONA E DE
EXTRATO DE LEVEDURA

Foram avaliadas duas fontes de nitrogénios comumente usadas na literatura que
séo o extrato de levedura e a peptona ambas a 1 %, em diferentes percentagens de farelo

de soja 0,2 %, 0,4 %, 0,8 %, 1,6 %, 2% e 4 %como se pode ser observado na figura 5.

Figura 5- Atividade da protease usando peptona (A), e extrato de levedura (B) em
diferentes concentragdes de farelo de soja no meio
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Fonte: O autor

Relativamente aos valores obtidos observa uma inversdo de valores em funcéo
da atividade para a concentragéo de farelo de soja. Para a concentracdo de 0,2 % de
farelo de soja, obtém-se o maior valor de atividade usando 1% de peptona no meio.
Contrariamente, ao suplementar com 1 % de extrato de levedura, obtém-se a maior
atividade com 2% de farelo de soja. Existe uma diferenca de 10% de massa de farelo de
soja (m/v) entre os meios com extrato de levedura e peptona dessa forma poder-se-ia
supor que seria mais vantajoso 0 uso da peptona. No entanto a peptona tem um valor
comercial substancialmente maior que o extrato de levedura, 0 que aumentaria 0s custos
da fermentacéo e inviabilizaria o processo de producdo enzimatica a partir dos residuos
agroindustriais. Portanto foram escolhidas para compor o meio de cultivo, extrato de
levedura 1% e farelo de soja 2%.

Premkumar J. et al. (2014) relata sobre a producdo e caracterizacdo de uma
protease alcalina de B. amyloliquefaciens do solo indicava que a peptona seria uma
fonte mais estimuladora para a producdo de proteases alcalinas. Os autores reportam

uma diferenca de atividade de cerca de 30 %, quando comparado 0 uso de peptona e
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extrato de levedura. Como se pode ver na figura 5, ocorre um processo semelhante a
literatura, no entanto no trabalho em questdo apenas se variou a peptona e extrato de
levedura. Dessa forma ao variar também o farelo de soja se obtém um espectro mais
divergente de atividade enzimatica. No entanto poder-se-& presumir que todas estas
relacdes serdo dependentes dos constituintes do meio.

Agrebi R. et al., (2009) isolaram e purificaram uma serina protease fibrinolitica
do B. amyloliquefaciens An6 usando como substrato a farinha do tubérculo de Mirabilis
jalapa. Durante o estudo das fontes de carbono e nitrogénio, com a concentragdo de 0,4
% de peptona e extrato de levedura, obtiveram os valores de 140 e 448 U/ mL
respetivamente.

Bijender B. e Satbir S. (2015) otimizaram a producdo de uma protease com
potencial aplicabilidade industrial. Com a otimizagdo de substratos de carbono e
nitrogénio de origem agricola, concluiram também que a melhor concentragéo de farelo
de soja € 2% e extrato de levedura 1% (m/v), com diversas otimizacGes de 25 substratos
de residuos agroindustriais conseguiram duplicar a atividade do meio de controle para
cerca de 600 U/ mL.

5.4 CINETICA DA PRODUGAO DE PROTEASES POR Bacillus amyloliquefaciens MO-04b
Apos se definir a composi¢cdo do meio de cultivo para a producgdo da protease,

foi realizado o estudo de cinética de producdo de protease para averiguar qual o melhor

tempo de fermentag&o.

Figura 6- Curva de tempo para a producdo enzimatica de proteases por B.

amyloliquefaciens MO-04b cultivado em farelo de soja 2% (m/v) e extrato de levedura

1% (m/v)

U/mL
[
(5]

4 8 12 16 24 36
Tempo (Horas)

Fonte: O autor
Como pode ser observado na Figura 6, a melhor producdo enzimatica foi no

tempo de 24 horas. Resultados semelhantes foram encontrados na literatura, George S.
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et al (1997) usando a estirpe de B. amyloliquefaciens ATCC 23844, onde na
temperatura de 37 °C a curva de producdo é exatamente igual ao trabalho apresentado
atingindo o pico maximo de atividade nas 24h, apos esse valor ocorre uma diminuicédo
da atividade.

Resultados idénticos foram obtidos por Nassar et al., (2015) num estudo para a
producdo de proteases por B. amyloliquefaciens 35s onde para todos os 25 meios de
residuos agroindustriais se obtém um perfil semelhante ao trabalho experimental

realizado com o pico de atividade em 24 h e uma subsequente diminuicao.

5.5 AVALIACAO DO pH EM FUNGAO DA CINETICA DE CRESCIMENTO

As alteracGes nos valores de pH em fungéo do tempo de cultivo sdo semelhantes
a curva de producdo da enzima (Figura 7), onde se atinge o pico maximo de producéao
nas 24 h a um valor proximo de 8,5. Segundo Santos (2015) esta cepa, tem a melhor
atividade da protease em pH de 9,5. A alcalinizacdo do meio pode ser uma forma de o
microrganismo tornar as suas proteases mais reativas, e por essa forma o padrdo do
aumento de pH estar correlacionado com a producédo de proteina. Perfis semelhantes de
aumento de pH séo encontrados em diversos trabalhos para B. amyloliquefaciens sp.,
(BIJENDER B e SATBIR S. 2015; GEORGE S. et al (1997); PREMKUMAR J. et al.
2014 e AGREBI R. et al., 2009).

Figura 7- Avaliacdo do pH em funcéo das horas de fermentacao
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Fonte: O autor
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5.6 DELINEAMENTO FATORIAL E ANALISE POR METODOLOGIA POR RESPOSTA PARA A
PRODUGAO DE PROTEASE POR Bacillus amyloliquefaciens MO-04b

Na otimizagdo optou-se por escolher a quantidade de farelo de soja proporcionou a
maior producgdo de enzimas (2 % m/v). Desta forma é possivel relacionar as fontes de carbono
diretas como a glucose e de nitrogénio como o extrato de levedura, com o farelo de soja
independentemente. O farelo, como mencionado anteriormente é um substrato bastante rico em
proteinas, mas possui também outros microconstituintes como célcio 0,003 %, fosforo 0,006 %,
potassio 0,021 %, zinco 0,00005%, magnésio 0,003 %, e diversas vitaminas como Riboflavina,
Tiamina, B6, B12 e A (USDA, 2016). A presenca de ions de célcio esta diretamente
correlacionada com a producéo de proteases alcalinas (SUMANTHA A. et al., 2006; JISHA et
al., 2013).

5.6.1 Delineamento Fatorial Para a Producéo de Protease
Na tabela 11 é possivel observar a relagdo entre as variaveis e as respostas obtidas de
atividade enzimatica. Os valores foram quantificados apds as 24 h do tempo de cultivo.

Tabela 11-- Delineamento do composto central para a producdo de proteases

Variaveis codificadas Variaveis descodificadas Resposta
Extrato o
Ensaio X, %, X, Glucose Levedura Ffarelo Atividade
) Soja (%)  (U/mL)
(9)
1 -1,00 -1,00 -1,00 0,7 0,3 14 27,03
2 -1,00 1,00 1,00 0,7 11 2,6 39,95
3 1,00 -1,00 1,00 1,3 0,3 2,6 35,69
4 1,00 1,00 -1,00 13 11 14 30,2
5(C) 0,00 0,00 0,00 1,0 0,7 2,0 26,17
6 -1,00 -1,00 1,00 0,7 0,3 2,6 33,89
7 -1,00 1,00 -1,00 0,7 11 14 18,16
8 1,00 -1,00 -1,00 1,3 0,3 14 35,84
9 1,00 1,00 1,00 1,3 11 2,6 42,99
10 (C) 0,00 0,00 0,00 1,0 0,7 2,0 25,34
11 -1,67 0,00 0,00 0,5 0,7 2,0 18,13
12 1,67 0,00 0,00 15 0,7 2,0 37,54
13 0,00 -1,67 0,00 1,0 0,0 2,0 21,13
14 0,00 1,67 0,00 1,0 1,4 2,0 37,25
15 0,00 0,00 -1,67 1,0 0,7 1,0 19,65
16 0,00 0,00 1,67 1,0 0,7 30 33,84
17 (C) 0,00 0,00 0,00 1,0 0,7 2,0 25,78

Fonte: O autor
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Figura 8 — Superficie de resposta para a producdo de proteases utilizando
extrato de levedura e glucose (U/ mL)
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Fonte: O autor

Figura 9 - Superficie de resposta para a produgéo de proteases utilizando extrato de
levedura e farelo de soja (U/ mL)
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Figura 10- Superficie de resposta para a producdo de proteases utilizando glucose e
farelo de soja (U/ mL)
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Fonte: O autor

Nas Figuras 8, 9 e 10 pode observar-se as superficies de resposta obtidas, pela
analise das mesmas constata-se que os valores ainda podem ter atividades proteoliticas
superiores as obtidas uma vez que ndo foi possivel atingir a regido maxima. A tabela 11
mostra numericamente que os ensaios N° 12 e 14, que possuem os valores maximos de
concentracdo 1,3 % e 1,1 % de glucose e extrato de levedura, face aos niveis basais
obtém valores de atividade de 37,54 e 37,25 U /mL. Comparativamente ao valor
méaximo obtido de 42,99 U /mL, a diferenca € relativamente pequena o que indica que
uma maior concentragdo destas variaveis poderia originar resultados mais apreciaveis.

Han-Seung J. e Chung-Soon (2004) otimizaram a producdo de proteases por
Bacillus sp. 1-312, usando farelo de soja a 1,5 % (m/v), farinha de trigo 1 % (m/v) e
frutose a 0,5 % (m/v), para além disso otimizaram também a concentracdo de carbonato
de sodio 0,8 % os diferentes efeitos do agucares rapidamente metabolizaveis e
obtiveram o valor de 42,52 U / mL.

Tari, C., Genckal, H., e Tokatli, F. (2005) otimizaram a producao de protease do
Bacillus sp. L21 e obtiveram a atividade maxima de 300 U /mL no meio com farelo de
soja 3 % (m/v), maltosev50 35 % (m/v) e tween80 a 0,35 % (m/v).
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Zhu M. et al., (2013) otimizaram a producdo de uma protease de B. subtilis
DES-59 usando diversos residuos agroindustriais com o intuito de avaliar as variaveis
mais significativas, concluiram que para esta estirpe seriam a concentracdo de 37,78 g/L
da polpa de mandioca, 15 g/L de farelo de soja e 6,5 % (v/v) volume do inoculo
resultando num méximo de 4107 U/ mL.

Saran S. et al., (2006) otimizaram a producdo de protease utilizando como
melhores pardmetros amido 0,5 % (m/v), farelo de soja 2 % (m/v), CaCl, 4 mM
agitacdo a 200 rpm e 2 % (v/v) de inoculo atingindo a produgdo de 2543 U /mL de
protease.

A equacdo canonica apresentada em (2), representa o ajuste das varidveis
independentes X;, X, e Xs, (Glucose, Extrato de levedura e Farelo de Soja
respetivamente) a producdo de Proteases (y). Os termos com * sdo significativos num

intervalo de confianca de 95 %.

@ = 37,1937*X; — 7,9106X; + 20,5722 X;% — 49,3755*X, + 14,5964 X,°-
0,0731982Xs + 0,000406171X3° + 4,65625*X;*X, -0,111181*X;*X5 +
0,145156X,X3 (2)

A analise de variancia (Tabela 12) mostrou que o modelo proposto é possui um
R? significativos em um nivel de 5 %, indicando a explicacdo de 87,8 % do modelo

indicando que 0 mesmo pode ser aplicado com repetibilidade para fins preditivos.

Tabela 12 - Anélise de variancia dos dados obtidos pelo planejamento

GL SQ QM Fcalc. Ftab.
Modelo 9 319,4672 51,0378 9,73643 4,96
Falta de
) 3 3,0012 0,8734 0,2495 5,74
ajuste
Erro puro 5 18,5364 4,2101
Total 17 343,5674

Fonte: O autor

Na figura 11 estd representado o gréfico de Pareto onde se encontram as
variaveis do estudo organizadas pela sua ordem de significancia. Como se pode
constatar o Farelo de Soja, a Glucose foram significativos e influenciaram

positivamente a producdo de proteases por B. amyloliquefaciens MO-04b.
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Figura 11 - Gréafico de Pareto representando a significancia das variaveis independentes
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1Lby3L | |-1,11o13
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p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: O autor
Relativamente aos valores preditivos e os observados pode ver-se na figura 12

que o ajuste para o p = 0,05 demonstra que o modelo proposto descreve bem os dados

experimentais uma vez que estes se situam bem préximos a linha da reta.

Figura 122- Valores preditivos e observados
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Os dados obtidos para o delineamento fatorial para a producdo de protease
evidenciam que € ainda possivel obter uma melhor resposta de atividade. Para ser
possivel atingir essa resposta seria necessario aumentar a quantidade de glucose, extrato
de levedura e farelo de soja e assim obter a regido 6tima. A regido 6tima devera estar
com a concentracdo de farelo a cerca de 3 % e a concentracdo de extrato de levedura e

glucose superior a 1%.
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6 CONCLUSAO

O farelo de soja foi um substrato eficiente para a producdo de proteases
pelo Bacillus amyloliquefaciens MO.04b, indicando que a utilizacdo
deste residuo tdo produzido no nosso estado pode ser explorado para a

producéo de proteases;

A adicdo de extrato de levedura, como fonte adicional de nitrogénio,

contribuiu para o aumento da atividade proteolitica;

A atividade maxima proteolitica foi atingida nas 24 h de cultivo, o que é
uma vantagem devido ao curto tempo de producéo;

Os valores maximos obtidos, 42,99 U/mL em 24 h de cultivo, poderao
ainda ser melhorados uma vez que o planejamento experimental aplicado
ndo chegou ao 6timo de producdo, mas indicou claramente a orientacdo
para proximos experimentos, de forma que é ainda serd possivel
encontrar as condi¢bes de cultivo e que levem a maior producdo da

enzima.
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ABSTRACT

In the last decades, there’s been an extensive use of chemical insecticide which can be a
threat to humans and other animals like herbivores, pollinators insects and the
ecosystem. Newer formulations should diminish this hazard, proteases could be
included since evidences suggest their benefic properties to plants and the environment.
The aim of this study was to produce those biomolecules in a cost-effective agriculture
residue by a simple and inexpensive process. In this work the cultures were grown in 50
mL Erlenmeyer flasks containing 10 mL of mineral salts medium KH2PO4 3 g/L,
K2HPO4 7 g¢g/L, MgS0O4.7H20 0,2 g/L, (NH4)2S04 1 g/L plus glucose 10 g/L.
Different concentrations of soybean meal 0.2; 0.4; 0.8; 1.6; 2.0 and 4.0% (w / v) were

tested for the production of proteases, pH and production over time were recorded. An
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optimization was conducted using as significant variables glucose, yeast extract and
soybean meal, resulting in 42,99 U/mL as the greater proteolytic activity. Despite the
fact of the suitability to extracellular proteases can be product using soybean meal,

further research should be conducted to maximize the production.

Keywords: Protease Soybean meal, Insecticide, Submerge fermentation, Bacillus

amyloliquefaciens, Optimization Soybean meal

INTRODUCTION

According to Embrapa Soja (2016) Brazil occupies the second position in the soybean
world rank producers, with a total of 113 926 million tons of soybean originating 30,9
million tons of soybean meal. Traditionally this agroindustry residue is used as an
animal feed due to its ratio of proteins and carbohydrate (Grandis et al., 2016), although
new utilizations have been described. Among them the ones receiving more attention is
as culture medium to obtain biomolecules from microbial fermentation. There are plenty
of biomolecules that can be produced like, enzymes, vitamins, organic acids,
antibacterial antifungical compounds (Andrade et al., 2014, Chen et al., 2014). Within
these, proteases occupy one of the largest biomolecules produced with an estimated
business volume of 1760 US million dollars for 2017 according to Advanced Enzymes.
Although the proteases are well known as a bactericidal agent (Taufik et al., 2016;
Stapels et al., 2015), and also as an antifungal (Yue-Horng et al., 2006), they may also
be applied as insecticidal agent. In the last decades, there’s been an extensive use of
chemical insecticide which can be a threat to humans and other animals like herbivores,
pollinators insects and the ecosystem. (Harrison and Bonning, 2010). Proteases can be
applied with no hazard to the environment, when sprayed in leaves stimulate the plant

defense system with the creation of the protease inhibitors naturally occurring when the
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insect is feeding on the plant like Kunitz trypsin and Bowman-Birk well know in
soybean (Gillman et al., 2015), Despite that fact the proteolytic mechanism is also able
to attack the insect cuticle (Dias et al., 2008; Dhar and Klaur, 2010; Page et al., 2014)
and the hemocoel (14, 15). Providing a reduce defense in those membranes allowing the
contamination of other natural field microbes and fungus resulting in death or delay in
insect growing and metamorphose (Min et al., 2016, Jeffers et al., 2014). In this paper
we report the production of proteases from B. amyloliquefaciens MO-04b from
inexpensive medium containing soybean meal and a simple fermentation process with

feasible applications in a non-hazard agriculture.

MATERIALS AND METHODS

The microorganism utilized was isolated from the refinery Getllio Vargas in Parana
State, Brazil, a heavy contaminated site by large hydrocarbons. The isolate was
maintained in DIG’S culture medium and store at -4 °C. The minimum salt culture
medium for the cell growth and activation contained (g I*): KH,PO,, 3; K,HPO, 7;
MgSQO,4.7H,0 0,2; (NH4)2SO4 1; CeH1206 0,2. To properly evaluate the protease
production was added to the medium previously described : yeast extract 1 (g I'*) and
soybean meal at five different concentrations (Figure 1). The medium was inoculated
with 0,2 mL of a 24-hour-old seed culture, and incubated at 37 °C with shaking at 180
rpm for 24 h. To study the protease production over time was added to the minimum
salt culture yeast extract and soybean meal, 1 and 2 (g I™") respectively, the pH changes
were also recorded and presented in Figure 3. In order to optimize the culture medium
components for the maximum protease production the different combined

concentrations of glucose, yeast extract and soybean meal were added to the minimum
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salt medium, the fermentation lasted 24h at 180 rpm. A statistical Central Composite
Design was used as a model, coded levels ( -1,682, -1, 0, +1, +1,682) for the analyzed
variables can be seen in Table 1. A total of 60 experiments were conducted counting the
repetition to minor the statistical error interference. Table 2 presents the actual and
coded values of the full experiment plan, where the response values (Y) in each trial
were the average of the triplicates. The protease assay activity was determined using
bovine serum albumin 5mg /mL as a substrate, glycine-NaOH buffer (pH 9.5) with the
dialyzed protease and water. All the constituents of the incubation system had a volume
of 250 pL and the reaction last for an hour at 37 °C, stopped with TCA and centrifuged.
One unit of enzyme activity is defined as the amount the enzyme resulting in the release

of 1ug of tyrosine quantified by Hartree methodology.

Table 1. Variable code and levels applied in protease optimization by response surface

methodology.

Variables Unit code -1,682 -1 0 1 1,682
Glucose g/L X1 0,5 0,7 1 1,3 1,5
Yeast extract g/L X2 0 0,3 0,7 1,1 1,4

Soybean meal g/L X3 1 1,4 2,0 2,6 3,0
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Table 2. Central composite design matrix for the experimental design and responses for

the protease activity.

Response
"Run Protease
order X Xz X3 Activity
(U/mL)

1 -1 -1 -1 27,03

2 -1 1 1 39,95

3 1 -1 1 35,69

4 1 1 -1 30,2

5 0 0 0 26,17

6 -1 -1 1 33,89

7 -1 1 -1 18,16

8 1 -1 -1 35,84

9 1 1 1 42,99
10 0 0 0 25,34
11 -1,682 O 0 18,13
12 1,682 0 0 37,54
13 0 -1,682 0 21,13
14 0 1,682 0 37,25
15 0 0 -1,682 19,65
16 0 0 1,682 33,84
17 0 0 0 25,78
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RESULTS AND DISCUSSION

Among the five different concentrations of soybean meal three concentrations had an
appreciable value, 1,6 %, 2% and 4 %. The concentration of 2 % was the one with
highest level of the extracellular protease activity with 26,53 U/mL (Figure 1). Due to
that this concentration of soybean meal was prior used in the following experiments.
Although the comparison with different Bacillus sp. and culture medium can’t be
exactly correlated, a tendency can be observed for the best activity values in this
concentration gama (Han-Seung and Chung-Soon, 2005; Song et al., 2013; Mukhtar H.

and Haq I, 2013).

The protease production over time is shown in Figure 2, a maximum of 48 h of
fermentation time was establish. At 24h was achived the maximum extracelular protease
production with 26,82 U/ mL. After that the protease activity tends to slowly diminiush
the activity. The results are similar to Guleria et al., (2016); Sai-Ut et al., 2015) where
the 24 h time interval proved to be the one with the most apreciable protease activity

and because of that was choose as a basal fermentation parameter to the optimization.

During the 48h fermentation time changes were recorded the in pH from the initial 6.3
to the 8.5, at end of submerge fermentation. The pattern observed is characteristic from
the Bacillus sp. (Satbir and Bijender, 2017; Premkumar et al., 2014; Satbir and
Bijender, 2015). In previous and unpublish work was determined that the greater
proteolytic activity has pH equals to 9.5, so presumable augmentation of the alkaline

characteristics of the medium can be associated with the better protease activity.
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A medium culture optimization was done and the best obtained proteolytic value
obtained was 42,99 U/mL in 24h, 37 °C at 180 rpm. Figures 4-6 show the relative
effects of three different sets of factors while conserving other variables at their central
points: yeast extract and glucose (Figure 4), yeast extract and soybean meal (Figure 5)
and soybean meal and glucose (Figure 6). Figure 4 indicates that yeast extract and
glucose have a significant interaction to the protease yield, although its observed some
independence in variable relation. The proteolytic activity seems to be more dependent
on the glucose than yeast extract, a variation of glucose concentration results in a
greater range of proteolytic activity aside from the yeast extract. Figure 5 exhibits a
similar trend to Figure 4. However, yeast extract accounts more for protease production
when compared to the soybean meal. Figure 6 indicates a dependent association
between soybean meal and the glucose, where with a concentration increment of both

medium components, results linearly in a protease activity augmentation.

The ANOVA parameters concerning this optimization were very appreciable since a R
of 0,87 was obtained and thus indicating that 87% could be explained by the model.
Demonstrating a possible reproducibility of the experiments in wider volume ranges, all

the other statistical parameters can be seen in Table 3.

Table 3. Analysis of variance (ANOVA) of the quadratic model for the Box-Behnken

design.
Degrees of Sum Mean
F-Value  F-tab.
freedom Squares Square
Model 9 319,4672 51,0378 9,73643 4,96
Lack of fit 3 3,0012 0,8734 0,2495 5,74
Pure error 5 18,5364 4,2101

Total 17 343,5674
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The validation of the model can be proved by the adjust of the predictive values versus
the obtained ones in Figure 7. The model is well adjusted, indicating that experimental

values obtained were quite close to the predictive ones, validating the proposed model.

CONCLUSIONS

Bacillus amyloliquefaciens MO-04b a recently isolated bacterium that can produce
extracellular proteases on an agroindustry residue. A successful improvement (1.1 fold)
in the enzyme production (60 %) was accomplished, although further studies need to be
conducted in order to maximize the production and also assess others important

parameters.
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Figure 1. Production of extracellular protease by B. amyloliquefaciens MO-04b at

different soybean meal concentrations in 24 h
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Figure 2. Production of extracellular protease by B. amyloliquefaciens MO-04b in

distinct time intervals between 48h
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Figure 3. Medium pH alterations in submerge fermentation by B. amyloliquefaciens

MO-04b between 48h
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Figure 4. Response surface of an extracellular protease activity with respect to the
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Figure 5. Response surface of an extracellular protease activity with respect to the

interaction of the yeast extract and soybean meal
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