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RESUMO

Caroline Torres de Oliveira. Caracterizagdo de protease produzida pelo isolado bacteriano

Bacillus sp. CL33A.

A crescente preocupagdo com as questdes ambientais tem fomentado a utilizagdo de
microrganismos em processos biotecnologicos para a degradacdo de materiais organicos
recalcitrantes ricos em proteina, por exemplo, penas de frango e FP, como alternativa para seu
manejo e valorizagdo. Entre os produtos de valor agregado estdo enzimas proteoliticas, que
possuem diversas aplicacdes comerciais e industriais. Para tanto, esses biocatalisadores
devem ser caracterizados quanto aos fatores que podem interferir em sua atividade. Neste
contexto, este trabalho visou avaliar a producao de proteases pela bactéria queratinolitica
Bacillus sp. CL33A durante cultivos submersos utilizando penas de frango e FP como
substratos organicos e caracterizar a protease bruta obtida nos cultivos com maior rendimento
enzimatico. Os resultados obtidos demonstraram que ocorreu maior rendimento em substrato
FP. Na caracterizacdo da protease bruta utilizou-se DCCR para determinar as melhores
condi¢des de temperatura e pH para atividade da enzima, que foram, respectivamente, 55 °C e
pH 8. Nas condi¢des otimas analisou-se também a velocidade de reacdo da enzima em
diferentes concentracdes do substrato azocaseina. Utilizando a equagdao de Michaelis-Menten,
foram obtidos os valores aparentes de Vina (13,39 U mg proteina™ min™) e Ky (0,515 mg mL’
Y. Posteriormente foi avaliada a influéncia de reagentes sobre a atividade enzimatica. A
presenca de 5 mmol L' dos sais CoCl,, CuSOy4, FeSO4, MnCl, e ZnCl, e dos inibidores de
protease PMSF, EDTA e 1,10-fenantrolina diminuiram a atividade da protease bruta. O sal
MgCl, (1 e 5 mmol LY provocou aumento da atividade e, similarmente, os reagentes etanol,
Triton X-100, Tween 20 e DMSO, tenderam a estimular a atividade enzimatica. J4 SDS e -
mercaptoetanol apresentaram efeito negativo sobre a atividade catalitica. Na avaliacdo da
estabilidade térmica da protease bruta, em temperaturas de 50 a 60 °C, maior inativacao foi
observada com o aumento da temperatura. A atuagdo da protease bruta sobre substratos

proteicos indicou maior hidrdlise dos subtratos PIS, caseina e FP.

Palavras-Chave: Bioconversao, atividade proteolitica, hidrélise enzimatica, farinha de pena.



ABSTRACT

Caroline Torres de Oliveira. Characterization of the protease produced by the bacterial isolate

Bacillus sp. CL33A.

The growing concern with environmental issues has fostered the use of
microorganisms in biotechnological processes for degrading recalcitrant protein-rich organic
materials, such as chicken feathers and feather meal, as an alternative for its management and
valorization. Among the value-added products are proteolytic enzymes, which have various
commercial and industrial applications. For this purpose, such biocatalysts should be
characterized regarding the that may interfere with enzyme activity. In this context, this study
aimed to evaluate protease production by the keratinolytic bacterium Bacillus sp. CL33A
during submerged cultivation using feathers and FP as organic substrates, and to characterize
the crude protease obtained in cultivations showing higher enzyme yields. Results showed
that higher yields occurred using FP as growth substrate. For crude protease characterization,
a DCCR approach was utilized to determine the best temperature and pH conditions for
enzyme activity, which were, respectively 55 °C and pH 8. At these optimal conditions, the
rate of enzyme activity was analyzed using different concentrations of azocasein substrate.
Through the Michaelis-Menten equation, the apparent values for Vs (13,39 U mg protein ™'
min™) and Ky (0,515 mg mL™") were obtained. Subsequently, the influence of reagents
towards the enzyme activity was evaluated. The presence of 5 mmol L™ of the salts CoCl,,
CuSOy4, FeSO4, ZnCl, and MnCl,, and the protease inhibitors PMSF, EDTA and 1,10-
phenanthroline decreased the protease activity. The MgCl, salt (1 and 5 mmol L) increased
enzyme activity and, similarly, the reagents ethanol, Triton X-100, Tween 20 and DMSO
tended to stimulate the enzyme activity. SDS and PB-mercaptoethanol resulted in negative
effects on enzyme catalysis. In the evaluation of crude protease thermal stability, at 50 to 60
°C, higher inactivation occurred with increasing temperatures. The performance of the crude

protease on protein substrates indicated higher hydrolysis of the substrates PIS, casein and FP.

Keywords: Bioconversion, proteolytic activity, enzymatic hydrolysis, feather meal.
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1. INTRODUCAO

Enzimas sao naturalmente produzidas por todos os organismos, mas além da funcdo
bioldgica, elas podem ter inumeras outras aplicacdes. Novos processos biotecnologicos
baseados na utilizagdo de enzimas vém sendo desenvolvidos, incluindo a possibilidade de
aplicacdo desses catalisadores biologicos em substituicdo a reagentes quimicos em
determinados setores industriais, bem como no aumento da eficiéncia de processos e geragao
de produtos. Além destes fatores, a crescente preocupagdo mundial com as questdes
ambientais demanda a utilizagdo de tecnologias mais limpas e, consequentemente, tais
abordagens biotecnoldgicas surgem como alternativas promissoras.

As fontes de enzimas podem variar, sendo possivel obté-las a partir de vegetais,
animais, bem como a partir de microrganismos. Dentre as enzimas microbianas, as proteases
sdo bastante estudadas, e suas aplicagdes variam desde a industria alimenticia, a industria de
detergentes, além de aplicagdes em processos de depilacdo de couro e de bioconversdo de
residuos.

A produgdo de enzimas por microrganismos ¢ um processo relativamente simples, que
ndo exige grandes areas e também ndo depende totalmente de condi¢des climaticas. Cultivos
submersos sdo formas interessantes e praticas para produgdo de proteases microbianas, sendo
necessarios, basicamente, o microrganismo produtor da enzima de interesse, condigdes
adequadas, ¢ um ou mais substratos como fonte de carbono, nitrogénio e energia para o
desenvolvimento microbiano.

Nesse sentido, a utilizagcdo de residuos organicos provenientes de agroindustrias como
substratos ¢ uma alternativa interessante, tanto como estratégia ambiental para o manejo dos
residuos, quanto por representarem substratos abundantes para a obten¢do de produtos com
potencial comercial. Particularmente, penas e farinha de penas sdo materiais recalcitrantes
produzidos como residuos e/ou subprodutos da industria avicola, apresentando baixo custo e,
no caso da farinha de penas, baixo valor nutricional para utilizagdo em ragdes. Assim, o
presente trabalho abordou a producdo de proteases microbianas utilizando estes substratos
queratinosos € a caracterizagdo das condi¢des de atuacdo da protease bruta produzida durante

os cultivos.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a produgao de proteases pelo isolado bacteriano Bacillus sp. CL33A durante
cultivos submersos utilizando substratos queratinosos, além da caracterizagdo da protease

bruta produzida nos cultivos com maior rendimento.

2.2 Objetivos especificos

- Investigar a produgdo de proteases utilizando penas de frango e farinha de penas
como substrato e determinar o melhor substrato para a producao de proteases;

- Avaliar a temperatura ¢ pH 6timos para a atividade enzimatica;

- Determinar as constantes cinéticas K, € Vmax utilizando o substrato azocaseina;

- Averiguar o efeito de sais, reagentes e inibidores sobre a atividade enzimatica;

- Determinar a estabilidade térmica da protease bruta;

- Investigar a atuacdo da protease na hidrolise de diferentes substratos.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Biotecnologia

A biotecnologia caracteriza-se como um conjunto de técnicas que utiliza seres vivos,
suas células ou suas moléculas, para o desenvolvimento de produtos, processos € servigos
(TORRES et al., 2000; FALEIRO; ANDRADE; REIS JUNIOR, 2011). Os processos
biotecnoldgicos vém sendo aplicados nas mais diversas areas do conhecimento, como na
agroindustria e meio ambiente. Como os setores produtivos passaram a relacionar a melhoria
na producdo com processos mais limpos e menor geracdo de residuos (ANDRADE;
MARINHO; KIPERSTOK, 2001), percebe-se uma ampla aplicabilidade industrial de
processos biotecnoldgicos (BULL; WARD; GOODFELLOW, 2000).

Abordagens biotecnologicas tém sido avaliadas pelo setor industrial como tecnologias-
chave que fornecem novas oportunidades para a producdo sustentdvel (GAVRILESCU;
CHISTI, 2005). As industrias vém utilizando células vivas e/ou suas enzimas no
desenvolvimento de processos para obtencao de produtos quimicos, materiais e combustiveis,
e tem despertado grande interesse pelo fato de estes processos estarem associados a um
consumo reduzido de energia, menor emissdo de gases de efeito estufa e diminuicdo na
geracdo de residuos (TANG; ZHAO, 2009).

Uma fonte interessante para obtencdo de produtos biotecnologicos sdao os
microrganismos uma vez que a diversidade genética e metabolica desses favorece este
objetivo (FALEIRO; ANDRADE; REIS JUNIOR, 2011). Conhecimentos sobre a diversidade
microbiana auxiliam na compreensdo das fungdes exercidas por essas comunidades nos
ambientes terrestres e suas interagdes com outros componentes. Microrganismos passiveis de
utilizacdo em processos biotecnoldgicos vém sendo descobertos, o que pode resultar em
beneficios econdmicos e estratégicos como novos produtos quimicos, antibidticos, aplicacao
em biolixiviagdo e recuperacdo de minérios, producao de enzimas e polimeros para aplicagdes
industriais e tecnologicas, além de biorremediagdo de poluentes (CANHOS; MANFIO, 2001).

Na area ambiental, a biotecnologia se faz presente nos processos de decomposicao de

materiais ou substancias quimicas pela acao dos seres vivos, principalmente quando se trata



da biodegradagdo pela agdo de microrganismos (FALEIRO; ANDRADE; REIS JUNIOR,
2011). Por exemplo, esta estratégia tem sido considerada uma alternativa no tratamento de
efluentes téxteis pela existéncia de microrganismos com potencial para degradar substancias
recalcitrantes (KAMIDA et al., 2005), e também no tratamento e aproveitamento de residuos
da industria avicola entre outras aplicagdes biotecnologicas (ONIFADE et al., 1998).

Tais tecnologias sdo ambientalmente vantajosas por eliminar certos contaminantes de
origem organica como fezes, detergentes, penas, hidrocarbonetos de petrdleo, entre outros,
através da destrui¢do permanente dos residuos, a mineralizagdo, eliminando os riscos de
futuras contaminagdes (PEDROZO et al., 2002). Assim, microrganismos e/ou suas enzimas
podem ser aplicados na recuperagdo de areas contaminadas e na degradagdo de compostos
poluentes. Esse processo pode ser influenciado por uma série de fatores que interferem na
acdo microbiana, dentre eles a presenga de metais pesados no contaminante ¢ pH inadequado
do meio (FALEIRO; ANDRADE; REIS JUNIOR, 201 1).

Incluida nas novas tecnologias para a obtencao de produtos de elevado valor agregado,
a biocatalise ¢ um dos campos mais promissores (CARVALHO et al., 2005). E frequente a
descoberta de enzimas que se adéquam a utilizacdo em processos industriais, e para isso tem-
se a necessidade de projetar e otimizar o desempenho da enzima no que se refere a sua
atividade, seletividade, termoestabilidade, tolerdncia a solventes organicos e inibicdo de
substrato/produto, para que o processo enzimatico torne-se comercialmente viavel (LUETZ;
GIVER; LALONDE, 2008). Sendo assim, um maior incentivo a aplicacdo tecnologica desse
tipo de enzima pode trazer inumeros beneficios econdmicos, ambientais e industriais além de
aumentar a representatividade comercial e econdmica brasileira no cendrio internacional
(BON; GIRIO; PEREIRA JUNIOR, 2008). Dentre as enzimas utilizadas podem ser citadas
amilases, celulases, lipases, e proteases (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006).

3.2 Proteases

As proteases sdo enzimas que catalisam a hidrélise de ligagdes peptidicas em proteinas
e peptideos, compondo um grupo complexo de biocatalisadores cujas caracteristicas fisico-
quimicas e cataliticas podem apresentar variagdes. Esse grupo enzimatico participa de
processos metabolicos essenciais, realizando modificacdes extremamente especificas e

seletivas em proteinas (RAO et al., 1998). As enzimas proteoliticas podem ser encontradas



nos mais diversos organismos incluindo plantas, animais € microrganismos ja que proteases
sdo fisiologicamente necessarias (GUPTA; BEG; LORENZ, 2002)

A classificagao das proteases fundamenta-se basicamente em trés critérios. O primeiro
¢ referente ao tipo de reagdo catalisada, o segundo esta relacionado a natureza quimica e
mecanismo do sitio catalitico e o terceiro contempla a relacdo evolutiva referente a sequéncia
de aminoacidos. De acordo com o primeiro critério, as enzimas proteoliticas podem ser
subdivididas em dois grupos principais: exopeptidases, caracterizadas pela clivagem de
ligagcdes peptidicas proximas ao grupo amino ou carboxi terminal do substrato; e as
endopeptidases, que clivam ligagdes peptidicas nas regides internas da cadeia polipeptidica,
distantes das porgdes terminais das proteinas. As endopeptidases sdo divididas em quatro
subgrupos com base no seu mecanismo catalitico: serino-proteases, aspartico-proteases,
cisteino-proteases e metaloproteases. As proteases também podem ser classificadas, de acordo
com o pH de atividade maxima, em &cidas, neutras ou alcalinas e conforme o substrato que
degradam em elastase, queratinase, colagenase entre outras (RAO et al., 1998; ELLAIAH;
SRINIVASULU; ADINARAYANA, 2002; SUMANTHA; LARROCHE; PANDEY, 2006).

3.3 Proteases microbianas: producio e aplica¢oes

A sele¢do de microrganismos, plantas ou células animais sdo métodos tradicionais de
descoberta de novas enzimas para o desenvolvimento da biocatilise em escala industrial
(DEMIRJIAN; SHAH; MORIS-VARAS, 1999). Microrganismos estdo presentes nos mais
diversos ambientes e, diante disso podem ser considerados recursos interessantes para o
desenvolvimento de produtos e processos sustentaveis (SINGH, 2010). A elevada diversidade
de processos metabolicos e enzimas envolvidas, além do numero de microrganismos na
natureza que podem ser testados sdo virtualmente ilimitados e bastante diferentes entre si
(CARVALHO et al., 2005).

Assim, a obtencdo de proteases microbianas tem se mostrado mais eficiente em
relacdo a obtencdo de enzimas de origem animal e vegetal, além disso o cultivo de
microrganismos requer menor tempo, espago reduzido e proporciona uma producdo regular e
abundante do produto desejado, sem impedimentos sazonais (KASANA; SALWAN;
YADAV, 2011). Segundo Sanchez e Demain (2011), 85% das enzimas utilizadas



comercialmente sdo obtidas a partir de microrganismos, e por serem facilmente produzidas
em larga escala sdo de grande interesse industrial (HAKI e RAKSHIT, 2003).

A producao de enzimas microbianas ¢ realizada principalmente em cultivos submersos
j& que esta técnica permite um controle maior dos parametros operacionais do sistema (BON;
GIRIO; PEREIRA JUNIOR, 2008). Esta produgdo envolve custos, principalmente no que se
refere a matéria-prima (substrato) para a produ¢do, um dos componentes mais importantes e
que representa de 30-40% dos gastos (JOO; CHANG, 2005; BON; GIRIO; PEREIRA
JUNIOR, 2008). A adi¢io de componentes alternativos ao meio de cultivo mostra-se
interessante, representando uma alternativa para o aproveitamento dos residuos de
agroindustrias (VILLAS-BOAS; ESPOSITO, 2000). Portanto, considerando a abundancia
destes residuos e seu baixo custo, bem como a diversidade bioldgica de organismos
produtores de enzimas, observa-se um grande potencial para producdo desses biocatalisadores
com aplicagdo industrial MUSSATTO; FERNANDES; MILAGRES, 2007).

Proteases de origem microbiana podem ser intracelulares ou extracelulares. As
intracelulares sdo de grande importincia em varios processos metabdlicos e celulares, pois
exercem papel vital na regulagdo do metabolismo; jé as extracelulares catalisam a hidrdlise de
proteinas em moléculas menores no meio externo e permitem a absor¢ao dos nutrientes pelos
microrganismos (GUPTA; BEG; LORENZ, 2002). No setor industrial, proteases microbianas
extracelulares tém recebido atencdo especial, exatamente devido as amplas possibilidades de
aplicagao (KASANA; SALWAN; YADAYV, 2011), na produgdo de detergentes, alimentos, na
indastria do couro, entre outras (KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002; NIELSEN;
OXENBOLL, 1998). Ainda, proteases bacterianas podem apresentar um tempo de prateleira
mais prolongado, podendo ficar estocadas em condigdes inferiores as normais por semanas
mantendo sua atividade (GUPTA; BEG; LORENZ, 2002).

Tendo em vista o desenvolvimento de tecnologias ambientais, as proteases podem ser
utilizadas na depilacdo do couro com o intuito de minimizar os problemas ambientais
resultantes da utilizagdo de produtos quimicos (DAYANANDAN et al., 2003). Nas etapas de
tratamento do couro o processo de depilagdo normalmente envolve a adicdo de produtos que
tornam os residuos de curtume um dos grandes responsaveis pela poluicdo, além de causar
riscos a saude dos trabalhadores dessa area (THANIKAIVELAN et al., 2004). Com o intuito
de diminuir esses riscos bem como os impactos ambientais existem estudos para aplicagao de

um processo biotecnoldgico na etapa da depilagdo utilizando enzimas (DAYANANDAN et



al., 2003). Além disso, existem aplicagdes para proteases na industria de detergentes, pois
essas enzimas sd3o um dos ingredientes que podem ser adicionados a estes produtos, desde os
utilizados para lavagens de uso doméstico até os usados na limpeza de lentes de contato. No
caso de detergentes para roupas, a utilizagao de proteases corresponde a aproximadamente 25
% do total de vendas mundiais de enzimas (RAO et al., 1998).

Dentre as classes particulares de enzimas proteoliticas, classificadas de acordo com o
substrato que degradam, encontram-se as queratinases, que sdao geralmente serino ou
metaloproteases com potencial de degradagdo de proteinas denominadas queratinas
(BRANDELLI; DAROIT; RIFFEL, 2010). Estas enzimas podem ser produzidas tanto por
fungos quanto bactérias e sdo enquadradas no grupo das endopeptidases (KAUL; SUMBALLI,
1997; RIFFEL; BRANDELLI, 2006). Visando a aplicagdo biotecnoldgica, microrganismos
queratinoliticos e suas proteases tém sido investigados quanto ao seu potencial industrial em
processos no setor de couros, produgdo de ragdes, degradacdo e aproveitamento de residuos
da industria avicola, entre outras (ONIFADE et al., 1998). Os microrganismos produtores de
queratinases podem ser obtidos a partir de diferentes locais, inclusive a partir de amostras de
solo, e testados quanto a capacidade de utilizagdo da queratina como substrato (GUPTA;
RAMNANI, 2006). De fato, tem-se encontrado uma diversidade de microrganismos capazes
de produzir proteases queratinoliticas e, consequentemente, capazes de degradar residuos
queratinosos para o crescimento microbiano (BRANDELLI; DAROIT; RIFFEL, 2010).

Proteases alcalinas estdo entre aquelas de maior importancia comercial devido,
principalmente, a alta capacidade de producdo e atividade catalitica (JISHA et al., 2013). No
entanto, outras proteases microbianas também podem ser aplicadas em diversos processos e,
neste sentido, a caracterizacdo da atividade enzimatica ¢ fundamental para propor potenciais

aplicacdes.

3.4 Residuos agroindustriais ricos em queratinas

3.4.1 Queratinas: aspectos estruturais

As proteinas sdao de grande importancia nos processos bioldgicos e indispensaveis aos

seres vivos (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2008). Dentre os tipos de proteinas tém-se as



queratinas, que possuem caracteristica fibrosa e insoluvel, sendo encontrada principalmente
em peles, pelos, unhas, cascos, escamas e penas, e tem como fun¢ao principal dar estrutura e
proteger os organismos. Devido ao forte empacotamento da cadeia de proteina em a-hélice ou
estrutura B-pregueada, uma cadeia polipeptidica superenrolada, a queratina ¢ caracterizada
pela estabilidade mecanica e resisténcia a digestdo proteolitica. A presenga de cisteina na
estrutura das queratinas possibilita a formacao de pontes dissulfeto que, por sua vez, conferem
um alto indice de ligacdes intercadeias a esse tipo de proteina. Além disso, interagdes
hidrofobicas e pontes de hidrogénio colaboram para a forca, estabilidade e resisténcia
proteolitica da queratina (ONIFADE et al., 1998; BRANDELLI; DAROIT; RIFFEL, 2010).

As queratinas onde predominam formagdes em a-hélice sdo denominadas o-
queratinas, ja4 aquelas que possuem estruturas secundérias em [B-folha sdo as chamadas B-
queratinas. Considerando-se as propriedades fisico-quimicas dessas proteinas as mesmas
podem ser subdivididas em “leves” ou “rigidas”. As “leves” sdo compostas por aminoacidos
como glicina, alanina e serina, com cadeias laterais pequenas, e contém baixa quantidade de
cisteina; queratinas “rigidas” ao contrario das leves sdo compostas por grandes quantidades de
cisteina, e sdo formadas por muitas ligacdes dissulfeto e contém a maioria dos aminoacidos na
sua composicdo. As a-queratinas “rigidas” estdo presentes em maior quantidade nos cabelos e
13s, as a-queratinas “leves” na epiderme, enquanto que as -queratinas sdo encontradas em
quantidades mais significantes nas penas (ONIFADE et al., 1998; ROUSE; VAN DYKE,
2010; DAROIT; BRANDELLI, 2014), sendo mais comum a ocorréncia de hidrolise
microbiana da B-queratina em relacdo a a-queratina, devido a estrutura menos compacta da
primeira e menor quantidade de pontes dissulfeto (BRANDELLI, 2005; PILLAI
ARCHANA, 2008).

3.4.2 Penas como residuos e seu manejo

A economia brasileira ¢ baseada nas atividades agroindustriais (UENOJO; PASTORE,
2007) e, como ha produgdo significativa nesse setor, também sdo geradas grandes quantidades
de residuos (SOCCOL; VANDENBERGHE, 2003), sendo necessario buscar alternativas para
tornar mais interessante e eficiente sua utilizagdo. Nesse sentido a inovacao biotecnoldgica na

area da fermentagdo e tecnologia de enzimas trazem novas perspectivas (BRAND et al.,

2000).



As penas de aves sdo constituidas por 90 % ou mais de queratina (SANGALI,
BRANDELLI, 2000) e devido a grande produ¢do mundial de frangos pode ocorrer o acimulo
desses residuos queratinosos. No ano de 2014 foram produzidos a nivel mundial em torno de
86,3 milhdes de toneladas de frangos (USDA, 2015). Considerando que as penas representam
entre 5 % e 10 % do peso dessas aves (BRANDELLI, 2008), a geragdo de penas como residuo
do seu processamento chegou a aproximadamente 4,3-8,6 milhdes de toneladas. No Brasil a
producao de frangos no ano de 2014 foi de cerca de 12,5 milhdes de toneladas, chegando a
1,6 milhdes de frangos apenas no estado do Rio Grande do Sul (RS) (IBGE, 2015) o que
significa que foram geradas em torno de 80-160 mil toneladas de penas somente no RS.

Pelo fato das penas serem residuos abundantes e de dificil degradacdo devido a sua
composi¢ao, observa-se a importancia do desenvolvimento de métodos alternativos, eficientes
e economicamente vidveis, para disposi¢do e manejo desses residuos queratinosos, o que
poderia reduzir significativamente problemas ambientais ¢ até mesmo de saude publica
(VASILEVA-TONKOVA; GOUSTEROVA; NESHEV, 2009).

Os residuos de penas geralmente sdo incinerados, porém tal processo envolve alto
custo além de resultar em elevadas emissdes de NH; e H,S, e desperdicio de energia
(MARCONDES et al., 2008; MATSUI et al., 2009). Ainda, o acimulo desses residuos
queratinosos acaba dificultando o processo de degradacdo e quando esse processo ocorre de
forma anaerobia formam-se substancias toxicas como NHj e H,S (SINGH, 2002).

Outra utilizagdo convencional desse residuo € a conversdo em farinha de penas. Nesse
sentido normalmente os subprodutos rejeitados em abatedouros sdo enviados as industrias de
processamento de subprodutos frigorificos ou fabrica de farinha e 6leo de origem animal onde
os residuos de aves como penas, visceras, cabecas, pés, sangue, entre outros sdo processados
(PICCHI, 1994). O processamento das penas por coc¢ao sob alta pressdo e moagem provoca a
destrui¢cdo de aminodcidos essenciais, € o produto obtido ¢ de baixa digestibilidade e baixa
qualidade nutricional, limitando a sua utilizagdio como ingrediente em ragdes animais
(ONIFADE et al., 1998; KARTHIKEYAN; BALAJI; SEHGAL, 2007).

Contudo, microrganismos sdo capazes de crescer diretamente em fun¢do de uma tnica
fonte complexa de carbono e energia, atuando na degradacdo deste material (PEDROZO et
al., 2002). Geralmente, o tipo de material presente no meio de cultura pode induzir a produgao
de enzimas especificas. Assim, uma potencial aplicacdo dos residuos pode ser a utilizagao

como fonte de carbono em bioprocessos para obten¢ao de produtos quimicos e de produtos de



maior valor agregado, como enzimas, proteinas, dcidos organicos, aminodcidos, metabolitos
secundarios biologicamente ativos (SOCCOL & VANDENBERGHE, 2003; MEDEIROS et
al., 2000).

Assim, investigagoes tém focado na biodegradacao das penas e obtencdo de produtos
uteis, como proteases microbianas (BRANDELLI; DAROIT; RIFFEL, 2010). Embora a
farinha de penas seja produto de uso limitado em ragdes, seu processo de produgio provoca a
desnaturagdo da queratina através do tratamento térmico, diminuindo a resisténcia da mesma
ao ataque microbiano. Tendo em vista que a producdo de proteases microbianas usando
farinha de pena como substrato em meios de cultura vem sendo descrita, tem-se uma
possibilidade de aplicag@o da farinha de penas como substrato na produgdo biotecnoldgica de

proteases (DAROIT; BRANDELLI, 2014).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismo utilizado

No presente estudo utilizou-se a bactéria CL33A, isolada a partir de amostras de pena
de galinha em decomposi¢do (PELLENZ; MEDEIROS; DAROIT, 2013). Esta bactéria
demonstrou potencial para degradacao de residuos queratinosos conforme investigacao prévia
(OLIVEIRA; DAROIT, 2015). O isolado CL33A foi identificado no Laboratorio de
Bioquimica e Microbiologia Aplicada da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, como
sendo representante do género Bacillus, sendo entdo denominado Bacillus sp. CL33A.
Durante os estudos o isolado foi periodicamente repicado em placas de Petri contendo Agar

Triptona de Soja (TSA) e mantido sob refrigeragao.
4.2 Meios de cultura para produc¢ao de protease
4.2.1 Caldo farinha de penas e Caldo pena

O meio de cultura Caldo Farinha de Pena (CFP) foi composto por meio mineral (0,3 g
L! K,HPOy; 0,4 g L! KH,PO4; 0,5 g L! NaCl) e o substrato organico farinha de penas (FP;
10g L, enquanto que o meio Caldo Pena (CP) foi composto por meio mineral e o substrato
organico pena (10 g L™"). Em Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de CFP ou CP, o pH
inicial foi ajustado para 7,0 utilizando NaOH (1 mol L") e, em seguida, os meios foram

esterilizados em autoclave (121 °C, 1,1 atm, 15 min).
4.2.2 Inoculacgao e cultivos
Para inoculagdo dos meios foi preparada uma suspensdo bacteriana em solugdo salina
estéril (8,5 g L' NaCl) com aproximadamente 1,0 unidade de absorbancia mensurada em

espectrofotometro a um comprimento de onda de 600 nm. Cada meio de cultura foi inoculado

com 1 mL da suspensdo. Os meios inoculados foram incubados em estufa com agitacdo
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orbital (shaker; 30 °C, 125 rpm) por até 11 dias. Amostras foram retiradas a cada 24 horas,
centrifugadas (10.000 g por 5 min), e o sobrenadante (protease bruta) utilizado para avaliacao

da atividade proteolitica.

4.3 Ensaio de atividade proteolitica

Sobrenadantes dos cultivos em CFP e CP foram avaliados quanto a produgdo de
proteases em funcao do tempo de cultivo. Nos ensaios foram utilizados 100 pL. de tampao
Tris-HCI (0,1 mol L™; pH 8,0), 300 uL do substrato enzimatico azocaseina (1 %, m v'') e 100
uL do sobrenadante do cultivo convenientemente diluido em tampdo Tris-HCI (0,1 mol L;
pH 8,0). Esta mistura foi incubada a 40 °C durante 15 minutos e, ao fim do periodo de
incubacdo, a reagdo foi interrompida através da adicdo de 600 pL de solucdo de acido
tricloroacético (TCA; 10 %, m v''). Esse meio reacional foi centrifugado (10.000 g por 5
min), foram coletados 800 pL do sobrenadante e adicionados a 200 uL de NaOH (1,8 N). A
absorbancia foi mensurada em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 420 nm. Cada
ensaio foi realizado em duplicata mais um controle no qual o TCA foi adicionado antes do
sobrenadante para impedir a ocorréncia da reacdo enzimatica. Os resultados foram
convertidos em unidade de atividade proteolitica (U) por mL, definida como a quantidade de

enzima que provocou aumento de 0,1 unidades de absorbancia.

4.4 Determinagio de proteina soluvel

Foi determinada a concentracao de proteina soluvel pelo método descrito por Lowry et
al. (1951). Para tanto foram utilizados dois reagentes (A e B). O reagente A foi preparado
com 50 mL de solucdo de NaOH (0,1 mol L) contendo Na,CO; (20 g L") e 1 mL de solucdo
de sulfato de cobre (5 g L) e tartarato de sodio e potassio (10 g L™). No preparo do reagente
B foi utilizado reagente Folin-Ciocalteau diluido em dgua destilada na propor¢ao de 1:1.

No ensaio foram utilizados 2,5 mL do reagente A e 100 pL de sobrenadante
convenientemente diluido em &gua destilada. Esta mistura foi incubada por 10 min no escuro
e, apos, 300 uL do reagente B foram adicionados. A mistura foi mantida em local escuro por
30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida foi mensurada a absorbancia em

espectrofotometro a um comprimento de onda de 750 nm. Os dados de absorbancia foram

12



interpretados utilizando curva padrio de albumina sérica bovina. Estes resultados de proteina

soluvel foram utilizados para os céalculos da cinética da enzimatica.
4.5 Caracterizacio da protease produzida em CFP

A protease bruta foi obtida a partir do sobrenadante centrifugado (10.000 g por 5 min)
dos cultivos de Bacillus sp. CL33A em CFP, realizados por 3 dias (30 °C, 125 rpm).

4.5.1 Temperatura e pH 6timos para a atividade enzimatica

Para determinagdo das condi¢des otimas de pH e temperatura para atividade
enzimatica utilizou-se um delineamento composto central rotacional (DCCR) 2°. Foram feitas
quatro repeti¢des para o ponto central (0 e 0) do experimento, estabelecendo-se dois niveis
para cada variavel (lineares; +1 e -1), e ainda pontos axiais para cada variavel (quadraticos;
+1,41 e -1,41). As combinagdes utilizadas e os valores codificados e reais das variaveis

independentes pH e temperatura estao apresentados na Tabela 1 para os doze experimentos.

Tabela 1: Combinacdes e valores reais e codificados para o DCCR 27 utilizados na
determinagdo das condi¢des 6timas de pH e temperatura para atividade enzimatica.

Ensaio T (cod) T (°C) pH (cod) pH real
1 1 65,6 1 9,4
2 1 65,6 -1 6,6
3 -1 44 4 -1 6,6
4 -1 44,4 1 9,4
5 1,41 70,0 0 8,0
6 -1,41 40,0 0 8,0
7 0 55,0 1,41 10,0
8 0 55,0 -1,41 6,0
9 0 55,0 0 8,0
10 0 55,0 0 8,0
11 0 55,0 0 8,0
12 0 55,0 0 8,0
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A varidvel dependente estudada foi a atividade proteolitica (U mL™"). Utilizou-se o
software Statistica 5.0 para analise dos resultados e obteve-se coeficientes de regressdo (p <
0,05) que foram empregados na obtencdo de um modelo matematico para explicagao dos
efeitos da temperatura e pH sobre a atividade da enzima. Avaliou-se o ajuste do modelo
através do coeficiente de determinagdo (R?) e analise de varidncia (ANOVA). Considerando
os graus de liberdade (5 para os ensaios; e 6 para o erro + falta de ajuste) as variancias das
regressoes dos experimentos foram comparadas com a variacdo dos erros experimentais.

Entdo, em caso de significancia do modelo, foi gerada superficie de contorno.

4.5.2 Cinética enzimatica

Foi avaliado o efeito de diferentes concentracdes de substrato enzimatico azocaseina
sobre a atividade enzimatica (0,06-6,00 mg mL"') em temperatura ¢ pH 6timos. A partir dos
dados obtidos foram calculados os valores de K., € V. aparentes para a protease bruta
através de regressdo nao linear fazendo uso da equagdo de Michaelis-Menten e do software

Statistica 5.0.

4.5.3 Efeito de reagentes na atividade enzimatica

Foram avaliados os efeitos de alguns sais, reagentes e inibidores sobre a atividade da
protease bruta em condic¢des 6timas de pH e temperatura utilizando o substrato azocaseina. Os
sais avaliados foram CaCl,, CoCl,, CuSO4, FeSO4, MnCl,, MgCl, e ZnCl, nas concentragdes
de 1 ¢ 5 mmol L. Também foram testados os reagentes etanol (0,5% e 1,0%, v V'l), Triton X-
100 (0,5 % e 1,0 %, v V'l), Tween 20 (0,5% e 1,0%, v V'l), dodecil sulfato de sodio (SDS;
0,05 % ¢ 0,10 %, m V'l), dimetilsulfoxido (DMSO; 0,5% ¢ 1,0%, v V'l) e B-mercaptoetanol
(0,1 %, 0,5 % e 1,0 %, v V'l). Os ensaios foram realizados em duplicata e foram
confeccionados controles adequados com a substancia a ser testada e adicado de TCA antes da
protease bruta.

Nas concentragdes de 1 ¢ 5 mmol L' também foram avaliados os inibidores de
protease acido etilenodiamino tetracético (EDTA), 1-10 fenantrolina e fenilmetilsulfonil
fluoreto (PMSF). Porém, no caso dos inibidores, a protease bruta foi pré-incubada durante 20

minutos na auséncia de substrato e presenca do inibidor. Em seguida foi verificada a atividade
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proteolitica com substrato azocaseina. Os ensaios foram realizados em duplicata.
Resultados desses ensaios foram apresentados na forma de atividade relativa/residual

(%), considerando-se o controle (sem adi¢ao da substancia testada) como 100 %.

4.5.4 Estabilidade térmica

Avaliou-se a estabilidade térmica da protease bruta pela pré-incubagdo da enzima (em
tampao Tris-HCI 0,1 mol L pH 8,0) nas temperaturas de 50 a 60 °C em diferentes intervalos
de tempo:

- 50°C(0,4,8, 12, 16 ¢ 20 minutos);
- 52,5°C(0,4,8, 12, 16 e 20 minutos);
- 55°C(0,4,8,12, 16 ¢ 20 minutos);
- 57,5°C(0,3,6,9, 12 ¢ 15 minutos);
- 60°C(0,1,2,3,4,5, 6 e 7minutos).

A pré-incubacdo nas respectivas temperaturas foi realizada em banho-maria. Apds o
periodo estipulado, microtubos com a protease bruta foram retirados do banho-maria e
conduzidos ao banho de gelo com intuito de parar o processo de inativagdo térmica. Em
seguida foi realizado o ensaio enzimético nas condi¢cdes 6timas com a protease pré-incubada.
Os ensaios foram feitos em duplicata e considerou-se a atividade enzimatica no tempo zero

como 100%, sendo que os demais resultados foram apresentados como atividade residual (%).

4.5.5 Hidrolise de diferentes substratos

O desempenho da protease bruta produzida pelo isolado Bacillus sp. CL33A em CFP
foi avaliado na hidrolise de diferentes substratos organicos. Utilizou-se nessa avaliagdo a
farinha de penas, cabelos, penas, proteina isolada de soja (PIS) e caseina, na concentracdao de
10g L. Os frascos contendo 25 mL da solugio de substrato foram pré-incubados a 50 °C por
10 min em banho-maria com agitagdo reciproca, no intuito de estabilizar a temperatura do
meio. Em seguida, adicionou-se 500 pL da protease bruta nos frascos e a incubagao ocorreu a
50 °C sob agitagao, por até 4 horas.

Foram coletadas amostras de 500 pL nos tempos de incubagdo 0, 1, 2, 3 e 4 horas e
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adicionados 500 pL de TCA (10%, m v™') para finalizar a reacio. Em seguida, a mistura foi
centrifugada (10.000 g por 5 min) e o sobrenadante convenientemente diluido em agua
destilada, realizando-se a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a um comprimento de
onda de 280 nm. Os ensaios foram realizados em duplicata e os resultados expressos em

unidades de absorbancia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Microrganismo utilizado

O isolado Bacillus sp. CL33A foi obtido a partir de uma composteira € mostrou-se
capaz de produzir proteases extracelulares em Agar Leite. Nos testes realizados em agar
farinha de penas (AFP) o isolado apresentou capacidade de desenvolvimento em uma faixa de
pH de 6-10 e em temperaturas de 30-45 °C (PELLENZ, MEDEIROS; DAROIT, 2014). Foi
avaliado também o potencial de degradagdo de penas por este microrganismo em cultivos
submersos, observando-se solubilizagdo de 95% da massa seca das penas apos 216 h
(OLIVEIRA; DAROIT, 2015). Diante dos resultados obtidos nesses estudos anteriores ¢
interessante uma avaliagdo mais aprofundada no que se refere as caracteristicas das enzimas

produzidas.

5.2 Meio de cultura mais eficiente para producio de proteases

Foram testados os substratos FP e pena para producdo de proteases em cultivos
submersos, sendo que o substrato FP mostrou-se mais eficiente. Conforme apresentado na
Figura 1, a atividade proteolitica maxima foi atingida ja no terceiro dia de cultivo em CFP; ja
no CP foram necessarios em torno de 8-10 dias de cultivo. Embora a atividade proteolitica
maxima em CP tenha sido maior quando comparada ao observado em CFP, optou-se pela
producdo de proteases em menor tempo de cultivo. Comparando a produgdo de proteases em
ambos os meios, enquanto que no meio CP o rendimento aos 8 dias de cultivo foi de 31 U
mL" dia™, o rendimento no meio CFP aos 3 dias de cultivo foi de 53 U mL™" dia™. Logo, o

meio CFP foi escolhido como mais adequado para a produgdo de proteases.
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Figura 1: Producao de proteases pelo isolado CL33A em CP (o) e CFP (m).

A producdo mais acelerada de protease em CFP justifica-se pelo fato desse substrato
possuir uma menor resisténcia, ja que o tratamento térmico ao qual foi submetido ¢ capaz de
desnaturar a queratina que o compde (BRANDELLI; RIFFEL, 2005), tornando o mesmo mais
acessivel e homogéneo se comparado com as penas inteiras (CORREA, 2009). A farinha de
penas vem sendo utilizada como substrato para produg¢do de proteases microbianas
(CASARIN; CLADERA; BRANDELLI, 2008; KHARDENAVIS; KAPLEY; PUROHIT,
2009). Em estudos similares com Bacillus sp. P7 (CORREA, 2009) e Bacillus sp. P45
(DAROIT; CORREA; BRANDELLI, 2009), também optou-se pela utilizagdo de farinha de
pena como melhor substrato para producdo de enzimas proteoliticas. Portanto, a conversao
microbiana da farinha de penas, um substrato queratinoso abundante e de baixo custo,
representa, a0 mesmo tempo, uma forma de manejo ecologicamente adequada e uma

estratégia de agregacdo de valor a este substrato através da obtengdo de proteases microbianas

com potencial aplicacdo industrial (GUPTA; RAMNANI, 2006; BRANDELLI, 2008).
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5.3 Caracterizacio da protease bruta produzida em CFP

5.3.1 Temperatura e pH 6timos da protease bruta

Processos enzimaticos envolvem uma série de fatores e, nesse sentido, a temperatura
pode ser uma variavel critica causando um decréscimo na atividade enzimadtica por inativar a
enzima (ILLANES; WILSON; TOMASELLO, 2000). Além disso, o pH do meio reacional
também pode causar variagdes na atividade enzimatica. Considerando que existe uma faixa de
pH que resulta em atividade méxima, valores fora dessa faixa podem provocar mudangas na
conformac¢do da enzima e na capacidade de ligacdo com o substrato, na atividade de grupos
que compde o sitio catalitico. Tais variacdes podem influenciar na velocidade maxima de
reacdo (Vmax), na estabilidade da enzima, e na afinidade da mesma pelo substrato (Ki,)
(WISEMAN, 1991).

Portanto o controle dos parametros temperatura ¢ pH ¢ de grande importancia na
produgdo de hidrolisados protéicos a partir de proteases microbianas (SUROWKA et al.,
2004), bem como para aplicacdo em outros processos como os da industria de detergentes que
exige enzimas ativas e estdveis em temperatura e valores de pH elevados, na industria do
couro que necessita de enzimas ativas em pH alcalino, ¢ na industria alimenticia que,
dependendo da aplicacdo, pode exigir temperaturas mais elevadas e valores de pH variados
(RAO et al., 1998). Sendo assim, ¢ interessante o planejamento de experimentos para avaliar
os efeitos das varidveis e suas interagdes no desempenho do processo. Ainda, se comparada
com as abordagens tradicionais, que geralmente modificam varidveis por tentativa, as técnicas
de planejamento resultam em um nimero menor de experimentos para obtengdo dos
resultados necessarios (MYERS; MONTGOMERY, 2002). Diante disso, a determinacao da
temperatura e pH 6timos para a atividade da protease bruta foi realizada através de um DCCR
2%, totalizando um conjunto de 12 experimentos cujos resultados encontram-se na Tabela 2.

Com base nos dados obtidos foi possivel observar variagdes significativas nos
resultados, indicando uma atividade enzimatica maxima nos pontos centrais do experimento
(55 °C e pH 8; Tabela 2). Quanto ao efeito das varidveis, temperatura e pH lineares (-1 a +1)
resultaram em efeitos positivos, indicando que o aumento da temperatura de 44,4 °C para 65,6
°C foram aparentemente benéficos para a atividade enzimatica. Ja os efeitos quadraticos
foram negativos, indicando que temperaturas de 30 °C e 70 °C, e valores de pH 6,0 ¢ 10,0,

ndo sdo propicios a atividade enzimatica (Tabela 3).
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Tabela 2: Atividade proteolitica obtida através do DCCR.

Atividad teoliti
Ensaio T (COd) T (OC) pH (COd) pH real 1vidade proteolitica

(U mL™)
1 1 65,6 1 9.4 74
2 1 65,6 -1 6,6 119
3 -1 44.4 -1 6,6 82
4 -1 44.4 1 9.4 123
5 1,41 70,0 0 8,0 187
6 -1,41 40,0 0 8,0 134
7 0 55,0 1,41 10,0 226
8 0 55,0 -1,41 6,0 111
9 0 55,0 0 8,0 325
10 0 55,0 0 8,0 320
11 0 55,0 0 8,0 319
12 0 55,0 0 8,0 323

Tabela 3: Analise de efeitos principais e interagdes das variaveis
independentes sobre a atividade da protease bruta de CL33A.

Varidvel Efeito (U mL™)
Média 321,9405*

T (linear) 15,7292%*
TxT -194,6268*
pH (linear) 39,6554*
pH x pH -186,5789*
T x pH -43,0000*

* Efeito significativo (p < 0,05).

Todas as varidveis avaliadas foram significativas (p < 0,05) e os dados foram

utilizados para o calculo dos coeficientes de regressdo, gerando o modelo matematico:

Y =321,94 + 7,864.T - 97,3134.T% + 19,8277.pH - 93,2895.pH” - 21,5.T.pH
Equagao (1)

onde Y ¢ a atividade proteolitica (U mL™), T é a temperatura e pH ¢ o pH, ambos em valores

codificados.
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Os coeficientes de regressdo obtidos foram submetidos ao teste de analise de variancia
(ANOVA) sendo obtido um valor de F-calculado 2,6 vezes maior que o valor de F-tabelado
(0,95:54f,6df), Indicando a possibilidade de utilizagdo do modelo matematico (Equacgdo (1)), que
explicou 89 % da variabilidade observada nos ensaios. A superficie de contorno gerada a
partir deste modelo ¢ apresentada na Figura 2. A partir dela observa-se que a atividade
maxima da enzima ocorre na area central abrangendo uma ampla faixa de temperaturas e

valores de pH.

[ ]-348,114
[ -281,108
1 -214,103
[ -147,097
(|
[

Bl above 40,0 44.4 55,0 65,6 70,0
Temperatura (°C)

Figura 2: Superficie de contorno gerada a partir da Equagdo (1).

No que se refere ao pH 6timo de atuacdo da enzima percebe-se que o mesmo variou
em uma faixa que vai do neutro a levemente alcalino (7-9). Quanto a temperatura, observou-
se faixa o6tima de 45 a 65 °C. Sendo assim, foram adotadas como condi¢cdes Otimas a
temperatura 55 °C e pH 8,0. Entre as vantagens do DCCR, est4 justamente a possibilidade de
estabelecer faixas de operacdo, dentro das quais a atividade ¢ 6tima. Assim, esta metodologia
¢ significativamente vantajosa em relacdo aos métodos tradicionais, que modificam uma
variavel por vez (KASANA; SALWAN; YADAYV, 2011). Além da otimizacdo da atividade
enzimatica, esta metodologia vem sendo utilizada em diversos outros bioprocessos, como a

propria produgdo de proteases (PURI; BEG; GUPTA, 2002; BEG; SAHAI; GUPTA, 2003).
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Em estudos realizados por Bach et al. (2011), a protease de Chryseobacterium
indologenes A22 apresentou atividade 6tima em uma faixa de pH de 7 a 8, e temperatura de
45 °C. De forma similar ao observado no presente estudo, a protease bruta de Bacillus sp.
BL16 apresentou atividade maxima em pH 9 e 55 °C (GIONGO, 2006), ¢ a protease de
Bacillus cereus BG1 apresentou atividade 6tima a 50 °C e pH 8,0 (GHORBEL; SELLAMI-
KAMOUN; NASRI, 2003). Por outro lado, protease de Bacillus licheniformis NHI1
demonstrou atividade 6tima a 65-70 °C e pH 10-11 (EL HADJ-ALI et al., 2007). De fato,
geralmente, proteases produzidas por espécies de Bacillus sp. atuam em uma faixa de pH de 7
a 11, e em temperaturas de 40-70 °C (ELLAIAH; SRINIVASULU; ADINARAYANA, 2002;
BRANDELLI; DAROIT; RIFFEL, 2010).

5.3.2 Cinética Enzimatica

Processos que utilizam enzimas requerem algumas informagdes prévias sobre
parametros cinéticos. Nesse sentido a determinacdo da V. € do Ky, sdo essenciais para o
desenvolvimento de reatores enzimaticos ou para quantificar as aplicagdes sob diferentes
condi¢des (GUPTA ef al., 2002). A Vi descreve a quantidade maxima de produto formado
em um determinado tempo de reagdo, onde todo o sitio ativo das enzimas esta ocupado por
substrato (complexo enzima-substrato), ja& a constante de Michaelis, K., representa a
concentracao de substrato em que metade da V. € alcangcada (MONTEIRO; SILVA, 2009).

Logo, considerando enzimas como insumos de elevado valor agregado, sua aplicagao
deve ser o mais ajustada possivel, visando ndo subutilizar o potencial catalitico enzimatico,
por exemplo, pelo uso de baixas concentragdes de substrato. Na Figura 3 sdo apresentadas as
velocidades de reagdo da protease bruta em funcdo da concentragdo do substrato azocaseina,
que aparentemente seguiu a cinética de Michaelis-Menten.

A partir destes resultados, a protease bruta apresentou Vo, aparente de 13,39 U mg
proteina’l min'l, e K, aparente de 0,515 mg mL!. Na faixa de concentracdo avaliada,
percebe-se que nos ultimos pontos testados existe uma tendéncia de estabilizacdo da
velocidade de reagdo o que indica a saturacdo da enzima diante de altas concentragdes de

substrato.
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Figura 3: Catalise da protease bruta em fun¢do da concentracdo de substrato (o). A curva

representa o ajuste dos pontos utilizando equagdo de Michaelis-Menten (R* =0,96).

5.3.3 Efeito de sais, reagentes e inibidores sobre a atividade enzimatica

A presenga de sais no meio reacional pode influenciar na atividade proteolitica e,
diante disso, foram testados os efeitos de varios sais em concentragdes diferentes. Conforme a
Tabela 4, a presenca de 5 mmol L' dos sais CoCl,, CuSOy4, FeSO4, MnCl, e ZnCl, reduziram
a atividade enzimatica. No entanto, MgCl, (1 € 5 mmol L") e MnCl, (1 mmol L") tenderam a
estimular a atividade, enquanto que a presenga de CaCl, aparentemente ndo apresentou
influéncia.

Em estudos anteriores, perfil similar quanto ao efeito de sais foi observado para a
protease bruta de Bacillus sp. P45 (DAROIT; CORREA; BRANDELLIL 201 1).
Comparativamente, embora a protease de Bacillus cereus BG1 tenha sido inibida por Cu** e
Zn*", incrementos significativos na atividade enzimatica foram observados na presenga de
Ca®", Mg*" e Mn*" (GHORBEL; SELLAMI-KAMOUN; NASRI, 2003). A protease de
Bacillus licheniformis KBDL4 nao foi significativamente afetada pelos ions Ca*", Cu*, Mg2+,
Mn*" e Zn*" (PATHAK; DESHMUKH, 2012). A presenca Cu*", Fe*", Zn>" é frequentemente
um fator negativo para a atividade de proteases (MOALLAEI et al., 2006). Especialmente, o

efeito de inibicdo do ion Zn*" ja foi observado para metaloproteases devido a formagdo de
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pontes entre hidroxido de zinco (ZnOH) e ions de zinco catalitico no sitio ativo (RIFFEL et

al., 2007).

Tabela 4: Efeito de sais sobre a atividade enzimatica da protease bruta.

Sais Concentracao (mmol L'l) Atividade relativa (%)

Controle - 100,00 + 3,6
CaCl, 1 108,19+ 2,0
5 96,41 £ 4,0

CoCl, 1 81,89+ 5,4
5 59,62+ 8,9

CuSOq4 1 82,47+4,9
5 52,29+ 6,9

FeSO4 1 87,78 £2,0
5 21,41+73

MgCl, 1 109,34 + 8,5
5 117,96 £ 9,8

MnCl, 1 130,74 £ 0,3
5 39,51 +8,0

ZnCl, 1 94,82+ 94
5 25,14 £ 8,2

Os ions metdlicos Ca** e Mg®" podem estimular a atividlade da enzima por
proporcionar estabilidade na sua conformacédo ativa e proteger contra a desnaturagao térmica
(KUMAR; TAKAGI 1999; CORREA; DAROIT; BRANDELLI, 2010). Considerando as
peculiaridades de cada enzima, torna-se importante avaliar os efeitos de diferentes sais. Neste
sentido, a adi¢do de sais especificos ao meio reacional, principalmente cations, pode auxiliar
na estabilizacdo da protease microbiana por meio de ligagdes a sitios especificos na estrutura
da enzima (SILVEIRA et al., 2010), e assim contribuir para a catilise enzimdtica em

bioprocessos.
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Dentre os reagentes testados, Tween 20 (0,5%, v V'l) e DMSO (0,5 ¢ 1%, v V'l)

tenderam a estimular a atividade enzimatica, enquanto SDS e -mercaptoetanol apresentaram

efeito negativo sobre a catalise (Tabela 5).

Tabela 5: Efeito de reagentes na atividade enzimatica.

Reagente Concentracio Atividade relativa (%)
Controle - 100,00 = 0,5
SDS 0,05 (%, mv'") 5539+75
0,10 (%,mv™") 53,77 + 4.4
Triton X-100 0,50 (%, v v 91,00 3,9
1,00 (%,v v 101,26 +2,2
Tween 20 0,50 (%,v v 140,46 + 8,5
1,00 (%,v v 110,97 £9,2
Etanol 1,00 (%,v v 116,72 + 10,0
3,00 (%,vv'") 102,33 +7,2
DMSO 0,50 (%,v v 112,23 4,0
1,00 (%,v v 113,84 +2.4
-mercaptoetanol 0,05 (%,v v 77,15+ 0,3
0,10 (%,v v 76,79 £ 3,6
0,50 (%,v v'") 70,14 + 1,4
1,00 (%,v v 70,50 + 5,7

O efeito de reagentes sobre a atividade enzimatica ¢ bastante diverso, dependendo do
microrganismo avaliado. O solvente organico DMSO, que nas concentragdes utilizadas
tendeu a manter ou aumentar a atividade da enzima, em estudo anterior nao influenciou na
atividade de protease queratinolitica do isolado Nocardiopsis sp. TOA-1 (MITSUIKI et al.,
2004). Ja no caso das proteases de Aeromonas hydrophila K12, Chryseobacterium
indologenes A22 e Serratia marcescens P3, o solvente DMSO provocou aumento, diminuigao
e manutencao da atividade enzimatica, respectivamente (BACH et al., 2011).

O detergente ndo-idnico Triton X-100, na maior concentracdo testada, praticamente

manteve a atividade da protease bruta (Tabela 5), similarmente ao reportado em protease de
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Bacillus licheniformis NH1 (EL HADJ-ALI et al., 2007), e diferentemente dos resultados
obtidos para a protease de Bacillus sp. P45 (DAROIT; CORREA; BRANDELLI, 2011).
Protease de Bacillus licheniformis RP1 nao foi afetada pela presenga de Triton X-100 e
Tween 20 (SELLAMI-KAMOUN et al., 2008).

A diminuicdo da atividade enzimatica relativa na presenca de B-mercaptoetanol, um
agente redutor de pontes dissulfeto, também foi observada em estudos realizados por Daroit;
Corréa; Brandelli (2011), e perfil de reducdo da atividade proteolitica com o aumento da
concentracdo deste reagente ocorreu para proteases de Rhizobium sp. e Bradyrhizobium sp.
(OLIVEIRA; OLIVEIRA; ANDRADE, 2010). A influéncia negativa do B-mercaptoetanol
sobre a atividade pode indicar que pontes dissulfeto sejam necessarias a atua¢ao de proteases.
Do ponto de vista da aplicacdo da protease, tal resultado ¢ potencialmente negativo, visto que
o B-mercaptoetanol poderia ser utilizado para desestabilizar pontes dissulfeto em substratos
queratinosos, como penas e cabelos, facilitando a degradacao (MITSUIKI et al., 2004).

O SDS ¢ detergente anionico que usualmente provoca a desnaturagdo de proteinas,
incluindo diversas proteases microbianas (RIFFEL et al., 2007). Da mesma forma que nos
ensaios realizados (Tabela 5), este detergente também diminuiu a atividade de proteases de
Chryseobacterium indologenes A22, Serratia marcescens P3, mas aumentou a atividade da
protease bruta de Aeromonas hydrophila K12 (BACH et al., 2011). Contudo, na concentragao
de 0,1% (m v™), o SDS ndo afetou protease de Bacillus licheniformis NH1 (EL HADJ-ALI et
al., 2007) e Bacillus licheniformis KBDL4 (PATAK; DESHMUKH, 2012).

Os inibidores de proteases fluoreto de fenilmetilsufonil (PMSF), &cido etileno-
diamino-tetraacético (EDTA) e fenantrolina, diminuiram a atividade da protease bruta,
conforme dados da Tabela 6.

Como foi observada diminui¢do da atividade proteolitica na presenca dos inibidores de
metaloproteases (EDTA e 1,10-fenantrolina), possivelmente a protease bruta contenha
enzimas deste grupo (GHORBEL; SELLAMI-KAMOUN; NASRI, 2003). A inibi¢do
provocada por PMSF, um inibidor de serino proteases, sugere a possivel presencga de serino-
proteases (GENCKAL; TARI, 2006). Alguns estudos relatam a inibi¢do parcial de serino
proteases por EDTA, indicando a importadncia de ions metdlicos na estabilizacdo da
conformagao ativa destas enzimas (BOECKLE; GALUNSKY; MUELLER, 1995; NAM et al.
2002).
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Tabela 6: Efeito de inibidores de protease na atividade enzimatica.

Inibidor Concentracio (mmol L'l) Atividade relativa (%)
Controle - 100,00 + 3,2
PMSF 1 75,93 £6,7
5 74,36 £ 8,5
EDTA 1 65,52 £3,5
5 64,76 £ 6,5
1,10-fenantrolina 1 69,66 + 6,5
5 69,06 £ 8,1

5.3.4 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica foi avaliada através da pré-incubagdo da protease bruta em

diferentes temperaturas, de 50 a 60 °C. Os resultados podem ser observados na Figura 4.
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Figura 4: Atividade residual (%) da protease bruta apds pré-incubagdo nas
temperaturas de 50 °C (m); 52,5 °C (O); 55 °C (#); 57,5 °C (0) e 60 °C (A).

Apds 20 minutos de pré-incubagdo a 50 °C ja foi observada diminuicdo de

aproximadamente 25% da atividade enzimatica, enquanto que para as temperaturas de 52,5 e
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55 °C, no mesmo tempo de pré-incubagdo, a atividade diminuiu em aproximadamente 45 e
70%, respectivamente. Para a temperatura de 57,5°C, em apenas 15 minutos a atividade ja
havia diminuido em torno de 80% e, a 60 °C foram necessarios apenas 7 minutos para
redu¢do de mais de 80% da atividade enzimatica.

A protease utilizada no presente estudo mostrou-se mais estavel em relagdo a protease
produzida pelo fungo Endothia parasitica (KALISZ, 1998) que foi inativada em apenas 5
minutos a 60 °C. Tal como ocorreu com os isolados BL16 ¢ BL20 (GIONGO, 2006) apés 20
minutos a 55 °C a atividade residual foi menos de 50 % da atividade inicial, caracteristica que
pode resultar em menor gasto com energia no caso de aplicacdo em processos industrias ja
que tais enzimas atuam em temperaturas moderadas (GUPTA et al., 2002).

A partir dos dados obtidos (Figura 5) elaborou-se a Figura 5, um grafico
semilogaritmico da atividade residual da protease bruta em fun¢do do tempo. Foram obtidas
as constantes de inativacao (kg), dadas pelo coeficiente angular das retas, considerando uma

cinética de primeira ordem.
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Figura 5: Gréfico semilogaritmico da atividade residual e tempo de pré-incubagdo da
protease bruta a 50 °C (m); 52,5 °C (0); 55 °C (¢); 57,5 °C (0) € 60 °C (A).
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Entdo, a partir da Equagdo 2, foram calculados os tempos de meia-vida (t;;) para as

temperaturas testadas, conforme a Tabela 7.

ti2 = In(2)/kq Equagdo (2)

Tabela 7: Tempo de meia-vida da protease bruta em diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) - kg t12 (minutos)
50 0,0160 433
52,5 0,0351 19,7
55 0,0652 10,6
57,5 0,1076 6,4
60 0,2544 2,7

Os valores de t;, diminuiram progressivamente com o aumento da temperatura e a
taxa de inativacao térmica (kq) aumentou, indicando que a desnaturacao irreversivel tornou-se
cada vez mais significante. Em estudo realizado por Hernandéz-Martinez et al. (2011) a
protease produzida pelo fungo Aspergillus awamori apresentou t;,, de 64,8 minutos a 50 °C.
Considerando os valores de t;; obtidos para a protease bruta do isolado bacteriano CL33A,
observa-se menor termoestabilidade em relagdo a protease fungica avaliada por Hernandéz-
Martinez et al. (2011). J4 em comparagdo as proteases de S. clavuligerus 3585 e 644
(MOREIRA et al., 2001) que obtiveram t;, de 8,66 minutos e 10,66 minutos a 50 °C

respectivamente, o isolado bacteriano Bacillus sp. demonstrou ser mais termoestavel.

5.3.5 Hidrolise de diferentes substratos

A protease bruta também foi avaliada quanto a hidrdlise dos substratos pena, FP,
caseina, PIS e cabelo, sendo observado que os substratos caseina e PIS foram os mais
hidrolisados (Figura 6). Em 1 h de incubacdo para hidrélise do substrato PIS, observou-se
uma absorbancia superior a 0,3 unidades, que continuou aumentando até as 4 h, atingindo 0,5

unidades. Desempenho levemente inferior foi detectado para a hidrdlise do substrato caseina e
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FP. No entanto, os substratos penas e cabelo foram pouco atacados pela protease bruta, de

acordo com o método utilizado.
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Figura 6: Hidrolise dos substratos pena (¢), FP (#), caseina (0), PIS (m) e cabelo (A),

pela protease bruta de CL33A.

A dificuldade de hidrélise do substrato cabelo pode ser justificada pela presenca de a-
queratinas “rigidas” na composicdo do cabelo (ONIFADE et al., 1998; ROUSE; VAN
DYKE, 2010; DAROIT; BRANDELLI, 2014) o que torna menos comum a hidrélise
microbiana desse substrato (BRANDELLI, 2005; PILLAI; ARCHANA, 2008). Ja os baixos
resultados na hidrdlise do substrato pena podem ter ocorrido pela pouca acessibilidade da
enzima ao substrato e a falta de homogeneidade. De fato, o substrato farinha de pena ¢ mais
acessivel e homogéneo, o que resulta em uma menor resisténcia (BRANDELLI; RIFFEL,
2005; CORREA, 2009).

A utilizagdo da hidrdlise enzimdtica na obteng¢do de peptideos bioativos ¢ uma
aplicagdo comum (MOLLER ef al., 2008), além disso a hidrélise pode melhorar as
propriedades funcionais, como poder emulsificante, textura, propriedades funcionais das

proteinas e solubilidade potencializando a aplicacdo na industria alimenticia (SUROWKA et
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al., 2004). E importante considerar ainda que a hidrolise proteica realizada a por enzimas
usualmente produz hidrolisados com perfil de peptideos bem definidos e os substratos caseina

e proteina de soja sdo bastante utilizados nesse processo (MARTINS; GALEAZZI, 1996).
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6. CONCLUSOES

A partir da bioconversao de penas e FP, substratos recalcitrantes, abundantes e de
baixo custo, Bacillus sp. CL33A foi capaz de produzir enzimas proteoliticas. Pelo maior

rendimento de proteases, o substrato FP foi selecionado.

A protease bruta obtida nos cultivos em CFP atuou de forma 6tima em amplas faixas
de temperatura ¢ pH, o que indica versatilidade em processos enzimaticos. A atividade
enzimatica foi potencializada pela adi¢ao do sal MgCl,, que pode ter atuado na estabiliza¢ao
de enzimas. A a¢do de inibidores de protease sugere que a protease bruta de Bacillus sp.
CL33A contenha mais de uma protease, possivelmente de grupos diferentes. Quanto a
estabilidade térmica, a inativagdo em temperaturas moderadas pode indicar maior

possibilidade de controle de processos enzimaticos.

As caracteristicas da protease bruta e sua capacidade de hidrolisar caseina e PIS
sugerem a potencial utilizacdo em bioprocessos de modificagdo e hidrdlise de substratos

proteicos, indicando perspectivas promissoras para pesquisas futuras.

Desta forma, o processo de bioconversao de FP pode representar interessante

estratégia para obtengdo de proteases com potencial tecnologico.
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