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RESUMO

Tiago Joel Rieger. Degradacdo de penas por Bacillus sp. CL18: propriedades da protease

bruta produzida durante cultivos submersos.

Residuos ricos em queratinas sdo gerados em grande quantidade por atividades
agroindustriais, como o caso das penas provenientes do abate de aves, que necessitam de
destinagdo adequada. Com isso, a biotecnologia surge como estratégia de manejo e agregacao
de valor a estes residuos. O presente estudo visou avaliar o potencial de degradacao de penas
do isolado bacteriano Bacillus sp. CL 18, caracterizar a protease bruta produzida em Caldo
Pena, e verificar o seu potencial na hidrolise de diferentes substratos proteicos. Esta linhagem
degradou 95% das penas presentes no meio apos 4 dias de cultivo, o que resultou em aumento
da concentragdao de proteinas soluveis no meio. A bactéria produziu proteases extracelulares
para este processo, que atingiram valores maximos no 4° dia de cultivo. Esta protease bruta
apresentou temperatura ¢ pH Otimos para atividade a 55 °C e 8,0, respectivamente. A
estabilidade térmica da enzima ndo foi afetada a 45,0 °C, enquanto que a pré-incubagdo a 50-
60 °C resultou em decréscimo da atividade residual, com o tempo de meia vida diminuindo
com o aumento da temperatura. A cinética enzimatica seguiu a equacao de Michaelis-Menten.
Sais de cobalto, cobre, ferro e zinco, SDS, e o agente redutor f-mercaptoetanol resultaram em
diminui¢do da atividade enzimatica, enquanto que sais de calcio e magnésio, € os detergentes
ndo-ionicos Triton X-100 e Tween 20, favoreceram a atividade da protease. Manganés e
etanol no meio reacional ndo aparentaram efeito sobre a atividade enzimatica. Os inibidores
de protease PMSF e EDTA diminuiram fortemente a atividade da protease bruta, indicando a
presenca de serino e metaloproteases. A protease bruta hidrolisou, preferencialmente, caseina
e proteina isolada de soja. Considerando estes resultados, Bacillus sp. CL18 pode ser utilizado
na degradacdo de penas, e a protease bruta produzida durante os cultivos pode ser

potencialmente aplicada na hidrélise de proteinas para obtengdo de produtos tteis.

Palavras-Chave: Bacillus sp., penas, protease, caracterizacao.



ABSTRACT

Tiago Joel Rieger. Feather degradation by Bacillus sp. CL18: properties of the crude

protease produced during submerged cultivations.

Keratin-rich wastes are generated in large quantities by agro-industrial activities, such
as feathers from the poultry slaughterhouses, that need to be adequately disposed. In this
sense, biotechnology emerges as a management and value-adding strategy for these wastes.
This study aimed to evaluate the feather-degrading potential of the bacterial isolate Bacillus
sp. CL18, to characterize the crude protease produced during cultivations on Feather Broth,
and to verify its potential for the hydrolysis of various protein substrates. This strain degraded
95% of the feathers in the medium after 4 days of cultivation, resulting in increased soluble
protein concentrations. The bacterium produced extracellular proteases for this process,
reaching maximal values at the 4™ day of cultivation. This crude protease showed temperature
and pH optima at 55 °C and 8.0, respectively. Enzyme thermal stability was not affected at 45
°C, while pre-incubations at 50-60 °C resulted in diminished residual activities, with half-life
values decreasing as the temperature increased. The enzyme kinetics followed Michaelis-
Menten equation. Cobalt, copper, iron and zinc salts, and the reducing agent p-
mercaptoethanol resulted in decreased enzymatic activity, whereas calcium and magnesium
salts, and the non-ionic detergents Triton X-100 and Tween 20, favored protease activity.
Manganese salt and ethanol in the reaction media had no apparent effects on enzyme activity.
Protease inhibitors PMSF and EDTA strongly decreased the crude protease activity,
indicating the presence of serine and metalloproteases. The crude protease preferentially
hydrolyzed casein and soy protein isolate. From these results, Bacillus sp. CL18 could be
employed in feather degradation, and the crude protease produced during the cultures might

be potentially applied in protein hydrolysis, aiming to obtain useful products.

Keywords: Bacillus sp., feathers, protease, characterization.



1. INTRODUCAO

O aumento da producgdo agroindustrial para atender a demanda de consumo gera
também grande quantidade de residuos. Estes residuos podem se tornar um problema
econdmico para as empresas, que devem investir na sua correta destinagdo, para evitar
possiveis impactos ambientais. Como possivel alternativa surge a reciclagem desses residuos.

Entre esses residuos, as penas geradas a partir do processamento de aves, que
correspondem a aproximadamente 5 a 7% do peso total de frangos adultos, t€ém usualmente
como destino final a incineragao ou a utilizacao na alimentagdo de outros animais na forma de
farinha de penas. Contudo, estes processos requerem alto aporte energético, € no caso da
farinha de penas, gera-se um produto de baixa digestibilidade. Assim, sdo necessarias
estratégias adequadas para o reaproveitamento das penas.

Neste sentido, microrganismos proteoliticos e proteases vém sendo explorados quanto
a sua aplicacido na bioconversdo de materiais queratinosos através de abordagens
biotecnoldgicas. No caso das penas, o uso do potencial microbiano pode resultar tanto no
manejo quanto dos residuos quanto na agregacao, representando uma estratégia eficiente, de
baixo custo e ecologicamente segura. Dessa forma, as penas passam a ser consideradas
matérias-primas e nao mais como um residuo.

Proteases sdo enzimas que atuam na hidrdlise de ligagcdes peptidicas em proteinas,
liberando aminoécidos e peptideos, e apresentam potencial biotecnologico para aplicacdo em
diversas areas industriais. Além do manejo dos residuos queratinosos, proteases microbianas
podem ser empregadas na industria de alimentos, como suplementos de ragdes, entre outras
aplicacdes. Normalmente, o custo elevado do substrato utilizado no meio de cultura para a
producdo comercial de enzimas ¢ um fator limitante. Portanto, a busca por substratos
alternativos pode contribuir para diminuir o custo final da producdo de enzimas e,
consequentemente, reduzir os custos dos processos em que as enzimas sdo empregadas.
Residuos queratinosos de atividades agroindustriais podem ser utilizados como potencias
substratos, por sua ampla disponibilidade e baixo custo.

Nesse contexto, o presente estudo buscou avaliar a degradagdo de penas por um
isolado bacteriano, bem como caracterizar a protease bruta produzida durante o
bioprocessamento das penas, investigando as condi¢gdes ideais que maximizam sua atividade a

fim de postular potenciais aplicagoes.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar quantitativamente o potencial do isolado bacteriano Bacillus sp. CL 18 em
degradar penas de frango e investigar as propriedades da protease bruta produzida durante

€SSC€ ProcCesso.

2.2 Especificos

- Investigar a degradagdo de penas de frango por Bacillus sp. CL18;

- Avaliar a producgdo de proteases durante cultivos desta bactéria em Caldo Pena (CP);

- Investigar as condigdes 6timas de temperatura e pH para a protease bruta produzida;

- Avaliar a estabilidade térmica da protease produzida;

- Determinar as constantes cinéticas Ky, € Vmax da equacao de Michaelis Menten da
protease bruta;

- Investigar o efeito de diferentes substancias sobre a atividade enzimatica;

- Avaliar a hidrolise de diferentes substratos proteicos pela protease bruta.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Residuos da industria avicola: o caso das penas de frango

A Lei 12.305, de 02 de agosto de 2010, que instituiu a Politica Nacional dos Residuos
Solidos (BRASIL, 2010), indica que a gestao e gerenciamento de residuos sélidos devem
obedecer a seguinte ordem de prioridades: nao geragao, reducgdo, reutilizagdo, reciclagem,
tratamento dos residuos solidos e disposi¢do final ambientalmente adequada dos rejeitos.
Ainda, esta Lei classifica os residuos sélidos em diferentes grupos quanto a origem, incluindo
os residuos agrossilvopastoris. Neste contexto, abatedouros e matadouros sdo considerados
como atividades agroindustriais, e os residuos gerados de tais atividades integram os residuos
agrossilvopastoris (RIO GRANDE DO SUL, 2014).

O aumento do consumo mundial da carne de aves tem impulsionado a industria
avicola mundial. No entanto, diretamente atrelada a estas atividades, toneladas de subprodutos
organicos sdo geradas durante o processo de abate, na forma de visceras, pés, cabeca, 0ssos,
sangue e penas. As visceras constituem cerca de 30% destes residuos, enquanto as penas
aproximadamente 10% (LASEKAN et al., 2013). O Instituto de Pesquisa Econdmica
Aplicada (IPEA), em compilacdo de dados da literatura, indica que uma unidade industrial
com capacidade de abate médio de 165 mil aves/dia, gera aproximadamente 18,5 toneladas de
penas como residuo sélido (IPEA, 2012). O Brasil destaca-se como o terceiro maior produtor
mundial de carne de frango, sendo que em 2014 foram abatidos 5,4 bilhdes de frangos em
estabelecimentos inspecionados, totalizando 12,5 milhdes de toneladas de carcagas; no
mesmo ano, foram abatidos 783 milhdes de frangos no Rio Grande do Sul (RS), atingindo 1,6
milhdes de toneladas de carcagas (IBGE, 2015). Considerando que aproximadamente % do
peso corpéreo dos frangos equivalem as penas (BRANDELLI, 2008), ¢ possivel estimar que,
no pais € no RS, 620 mil toneladas e 81 mil toneladas de penas foram produzidas como
residuo em 2014, respectivamente. Mundialmente, estima-se que 5 milhdes de toneladas de
penas sejam produzidas anualmente como residuo do abate de frangos (POOLE et al., 2009).

Portanto, penas sdo residuos solidos abundantes que necessitam de destino adequado.
Embora as penas possam ser incineradas e mesmo destinadas a aterros sanitdrios, estas

estratégias podem resultar em contaminagdo ambiental, liberacdo de gases toxicos (amonia e



sulfeto de hidrogénio) e, no caso de aterros, demandar grandes areas para sua deposi¢do
(LASEKAN et al., 2013). Mais comumente, as penas sdo convertidas em farinha de penas
através de processo de cocgao sob pressdo e moagem, e a farinha resultante ¢ utilizada como
ingrediente de ragdes para alimentagdo animal (ONIFADE et al., 1998). Neste sentido, a
Instrucdo Normativa 34/2008, do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA), em seu Anexo I, considera como residuos animais as “carcagcas ou partes de
carcacas de animais, ndo destinados ao consumo humano, 0ssos, penas, sangue € visceras
permitidos para uso em farinhas e produtos gordurosos” (MAPA, 2008). A Comissao de
Regulacdo da Comunidade Europeia agrupa os subprodutos de origem animal em trés
categorias, de acordo com seu nivel de risco para a transmissdo de patdgenos e substancias
toxicas. Na terceira categoria (menor risco) se enquadram as penas que, sendo derivadas de
animais saudaveis, podem ser utilizadas, por exemplo, na producdo de ragdes animais
(LASEKAN et al., 2013).

Tal destino para as penas ¢ quase exclusivo, devido ao baixo interesse de outras areas
por esse residuo do processamento de aves (HOLANDA, 2009). No entanto, o tratamento
hidrotérmico das penas demanda elevado aporte energético, tornando-se um processo caro
que, além de provocar a destrui¢do de aminoacidos essenciais, como a metionina, lisina e
triptofano, resulta em um produto de baixa digestibilidade e qualidade nutricional

questionavel (BRANDELLI, 2008).

3.2. Biotecnologia e degradac¢io de penas

A Biotecnologia pode ser definida como a integragdo das ciéncias naturais e
engenharia, a fim de realizar a aplicagdo de organismos, células, suas partes e moléculas
andlogas para obtencdo de produtos e realizag¢do de servigos. A biotecnologia ¢é versatil, e tem
sido avaliada em areas-chave que muito tém impactado diversas tecnologias com base na
aplicagdo de processos bioldgicos na industria transformadora, na agropecuadria,
processamento de alimentos, medicina, prote¢do do meio ambiente e conserva¢do dos
recursos naturais (GAVRILESCU, 2010).

Microrganismos apresentam elevada diversidade fisioldgica/metabdlica, sendo
encontrados em virtualmente todas as condigdes ecoldgicas, participando ativamente na

realizacdo e manutencdo de funcgdes ecossistémicas. Entdo, a biotecnologia pode ser em parte



entendida como a utilizagdo, em locais controlados, de processos microbianos que ocorrem
naturalmente nos ambientes. Como exemplos podem ser citados a producdo de
biocombustiveis e o tratamento de efluentes/residuos (EVANS & FURLONG, 2003).

Neste sentido, tecnologias mais adequadas de destinacdo das penas compreendem a
biodigestao anaerobia e a compostagem, tecnologias tradicionais que t€ém por base a atuacao
de microrganismos. Na primeira, o principal produto ¢ o biogas; no entanto, niveis elevados
de amonia podem ser originados durante a hidrolise das penas, que ¢ toxica para as bactérias
metanogénicas. Na segunda, o produto estdvel (composto) pode ser utilizado como
condicionante de solos e fertilizante nitrogenado (KORNILLOWICZ-KOWALSKA &
BOHACZ, 2011).

Dentre as alternativas biotecnologicas que vém sendo pesquisadas para o manejo de
penas, e outros residuos agroindustriais, destaca-se a tecnologia de fermentacgdes, incluida
como parte da microbiologia industrial. Por esta abordagem, microrganismos podem ser
utilizados no bioprocessamento das penas, resultando tanto no manejo quanto na agregagao de
valor a estes residuos. Tais tecnologias representam estratégias eficientes, de baixo custo e
ecologicamente seguras (BRANDELLI ef al.,, 2010; KORNILLOWICZ-KOWALSKA &
BOHACZ, 2011).

3.2.1. Queratinas e microrganismos queratinoliticos

As queratinas sdo proteinas recalcitrantes presentes em grande quantidade na
epiderme, pelos, penas, chifres, cascos, unhas, entre outros apéndices epidérmicos.
Particularmente, as penas sdo compostas por aproximadamente 90% de queratina (m/m, em
base seca). Estas proteinas sdo quimica e mecanicamente estaveis, insoliveis em agua, acidos
e bases fracas, além de serem insensiveis ao ataque de enzimas proteoliticas comuns, tais
como tripsina ou pepsina, devido a presenca de pontes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas
e, especialmente, a reticulacdo das cadeias polipeptidicas por grande numero de ligacdes
dissulfeto (DAROIT & BRANDELLI, 2014). Tanto um elevado teor de cisteina, bem como
um elevado teor de glicina, prolina, serina e aminodcidos acidicos, € com um teor baixo de
lisina, histidina e metionina (ou a sua falta), bem como a auséncia de triptofano sdo também
caracteristicos de queratina (KORNILLOWICZ-KOWALSKA & BOHACZ, 2011).

Conforme suas propriedades fisico-quimicas, as queratinas podem ser classificadas em



“leves” ou “rigidas”, principalmente quanto ao seu contetido de cisteina. Quando sdo ricas em
cisteina s3o subentendidas como “rigidas”, pois contém muitas ligacdes dissulfeto e a maioria
dos aminoacidos em sua estrutura, como exemplo dessa classe sdo as penas e pelos, com
aproximadamente 5-14 % de cisteina. J4 as queratinas consideradas “leves” apresentam baixo
teor de cisteina e com aminoacidos com cadeias laterais pequenas como glicina, alanina e
serina, tendo de exemplo as queratinas presentes na pele. Além da classificacdo com base ao
conteudo de cisteina, pode-se classificar a queratina de acordo com a sua estrutura secundaria,
podendo ser a-queratina ou P-queratina. A primeira ¢ encontrada na 13, pelos e cabelos,
enquanto a -queratina ¢ encontrada em maior quantidade nas penas, sendo mais acessivel a
hidrélise quando comparada a a-queratina (DAROIT & BRANDELLLI, 2014).

A resisténcia das queratinas, somada a sua elevada producdo como residuo, por
exemplo na forma de penas, vem despertando intenso interesse na investigagdo da capacidade
de microrganismos em degradar materiais ricos em queratina. A aten¢do no aproveitamento
desse potencial queratinolitico de microrganismos ¢ voltada as bactérias, uma vez que muitos
fungos sdo patogénicos e, por isso, tém sua utiliza¢do limitada. A maioria das bactérias
queratinoliticas descritas na literatura quanto a sua potencial aplicagdo relacionam-se ao
género Bacillus (GUPTA & RAMNANI, 2006; CORREA, 2009).

O processo de degradagdo microbiana da queratina segue a mesma sequéncia de
degradagdo de qualquer outro substrato sélido, ou seja, a adesdo, colonizacdo, elaboragdo de
enzimas hidroliticas especificas, seguida de desintegracdo e degrada¢do do substrato, com a
subsequente absor¢do dos produtos pelos microrganismos para uso como fonte de carbonos,
nitrogénio, enxofre e energia. Entretanto, estudos detalhados ndo foram desenvolvidos para a
degradacao de penas, como a expressao diferencial de genes durante o processo. Porém com
base na complexidade e natureza bioquimica de queratina, pode-se entender que a degradacao
da queratina deve incluir dois eventos principais: a sulfitolise, ou seja, a quebra de pontes
dissulfeto; e a proteodlise, realizada por proteases extracelulares (GUPTA et al., 2013a).

Portanto, os produtos da bioconversdo das penas incluem os hidrolisados proteicos
derivados da degradacdo deste residuo, a biomassa microbiana, e as proteases produzidas para
a hidrdlise das penas, que podem ser recuperados e utilizados para outras finalidades
(BRANDELLI et al., 2010). Particularmente, entre os produtos de elevado valor agregado
obtidos a partir do bioprocessamento das penas estdo as enzimas proteoliticas, que possuem

ampla aplicagdo em diversos setores industriais tais como comerciais (KASANA et al., 2011).



3.3. Proteases

As proteases foram uma classe de enzimas cuja funcdo ¢ a hidrolise de ligagdes
peptidicas em proteinas, liberando aminoacidos e peptideos. Em geral, estdo classificadas em
dois tipos principais, que dependem do sitio de a¢do das enzimas nas proteinas. O primeiro
tipo engloba as exopeptidases, que produzem pequenos peptideos ou até mesmo aminoacidos
iniciando o seu processo de degradagdo a partir das extremidades amino- (N) e/ou carboxi-
terminal (C); e o segundo tipo principal ¢ o das endopeptidases, capazes de gerar peptideos
maiores a partir da clivagem da proteina alvo em regides distantes das extremidades amino-
e/ou carboxi-terminal (BARBOSA, 2011). As endopeptidases ainda sdo classificadas, quanto
ao tipo de sitio catalitico, em serino, cisteino, aspartil, ¢ metaloproteases. Ja as exopeptidases
sdo classificadas apenas em aminopeptidases ou carboxipeptidases. As aminopeptidases
atuam na extremidade N-terminal livre da cadeia polipeptidica e liberam um residuo unico
aminoacido, um dipeptideo, ou um tripeptideo, enquanto que as carboxipeptidases atuam nos
terminais C da cadeia polipeptidica e liberam um tnico aminodcido ou dipeptideo (RAO et
al., 1998).

Além da classificagdo dependendo do sitio de agdo, as proteases, possuem ainda outras
classificagdes, dependendo das condi¢des de pH no qual possuem atividade, sendo pH acido,
neutro ou basico; de acordo com relacdes evolutivas, onde sao classificadas em familias e
subdivididas em clds, de acordo com a divergéncia ou convergéncia com um ancestral
comum; e conforme o substrato que elas degradam, como coldgeno (colagenase), elastina
(elastase), queratina (queratinase), entre outras (RAO et al., 1998). Um tipo especifico de
proteases sdo as queratinases, que possuem a capacidade de degradar substratos insoluveis
ricos em queratina como, por exemplo, penas e 13, que apresentam alta estabilidade e dificil

degradacao (BRANDELLI, 2008).

3.3.1. Producio e uso de proteases microbianas

Proteases sdo produzidas por vegetais, animais e microrganismos. Nas plantas, a

obtenc¢do de proteases requer um maior tempo e disponibilidade de area para cultivo. J4 nos

animais, depende-se da disponibilidade de rebanho para abate e, ainda, o processo de



obtencdo das proteases torna-se dispendioso. Assim, preferem-se os microrganismos como
fontes de proteases devido ao seu rapido crescimento € o pequeno espago para cultivo. Os
microrganismos responsaveis pela producdo de proteases em nivel industrial sdo os fungos e
as bactérias (CORREA, 2009).

Proteases microbianas podem ser extracelulares ou intracelulares, sendo as primeiras
as principais do ponto de vista de sua aplicagdo, pois sdo facilmente recuperadas apds os
cultivos microbianos. A producdo destas enzimas ¢ fortemente influenciada pela concentracao
do in6culo, nutrientes e fatores fisico-quimicos, tais como temperatura, pH, fontes de
nitrogénio e carbono, sais inorganicos, agitagdo e concentracao de oxigénio dissolvido. Para
deteccdo das proteases existem varios métodos usando diferentes substratos, naturais ou
sintéticos, sendo os mais comuns caseina e azocaseina (KASANA et al., 2011).

As proteases microbianas vém sendo estudadas desde meados do século XX, quando
passaram a ser utilizadas da induastria de detergentes e estdo entre as mais importantes
enzimas hidroliticas. Assim, além do reconhecimento de que desempenham papel importante
nos processos metabolicos celulares, as proteases também ganharam aten¢@o consideravel na
comunidade industrial (GUPTA et al., 2002). As proteases fungicas despertam interesse
devido a alta diversidade, ampla especificidade a substratos e estabilidade em condigdes
extremas, além de oferecer a vantagem de separagdo de micélio por filtragdo simples. Estas
enzimas podem ser convenientemente produzidas em processo de fermentagdo em estado
solido, sendo utilizadas comumente para modificar proteinas em alimentos. As proteases
bacterianas tém maior importancia comercial em induastrias de detergentes, alimentos, couro e
seda devido a sua alta capacidade de producao e atividade catalitica. Proteases produzidas por
bactérias do género Bacillus, por serem majoritariamente extracelulares e por sua
versatilidade, possuem grande potencial tecnoldgico e relevancia comercial (JISHA et al.,
2013).

Processos agroindustriais, como em abatedouros de aves e bovinos, geram muitos
residuos que contém proteinas fibrosas, como chifre, penas, cabelos e couro. No caso das
penas, como ja mencionado, a principal destinagdo ¢ a conversdo em farinha de penas, que
destr6i aminoécidos e requer aporte significativo de energia. Como alternativas, diversas
investigacdes tém avaliado o melhoramento nutricional das penas e farinha de penas através
de sua bioconversao por microrganismos queratinoliticos, que pode aumentar

significativamente a digestibilidade e o valor nutricional destes materiais. Ainda, a adig¢do de



proteases em ragdes animais vem sendo estudada para auxiliar na digestdo de proteinas e, com
isso, aumento de produtividade de carne, ganho de peso dos animais e carcagas
(BRANDELLI et al., 2010).

Além disso, enzimas proteoliticas também sdo cada vez mais vistas como alternativas
na etapa de depilagdo de couros em curtumes, para evitar problemas ambientais criados pelo
método tradicional. Os métodos convencionais de processamento de couro podem causar
poluicdo e riscos ambientais, devido a utilizagao de grandes quantidades de agua e produtos
toxicos, como sulfato basico de cromo e sulfeto de sodio gerando um volume consideravel de
efluente com elevada carga orgénica e consideravel volume de residuos sélidos que se ndo

destinados adequadamente vao parar no meio ambiente. Além disso, os sulfetos podem gerar

, . . - 2- C e
gases toxicos e anions, como H;S, HS e S™ o que pode causar irritacdo dos olhos

(DETTMER, 2012).

O potencial para a aplicagdo de enzimas na depilagdo para producdo de couro ¢
consideravel, por causa das propriedades de enzimas como catalisadores altamente eficientes
e seletivos, o que reduz o teor em sulfureto do efluente, permitindo a recuperagdo de pelos
integros (GIONGO, 2006). Assim, por razdes ambientais, o biotratamento de couro utilizando
abordagem enzimatica vem ganhando mercado, em que o uso proteases acelera o processo de
depilagdo. Condigdes alcalinas permitem o inchago do bulbo capilar e facilitam o ataque
subsequente das proteases sobre as proteinas foliculo piloso, permitindo a facil remogao dos
pelos (GUPTA et al., 2002), além de que a utilizagdo de enzimas tem como outra grande
vantagem a reducao nos niveis de demanda biologica de oxigénio (DBO), demanda quimica
de oxigénio (DQO) e nitrogénio do efluente final do processo convencional de depilagao de
couro usando sulfetos (DETTMER, 2012). Entretanto, apesar da depilagdo de couro por
enzima bacteriana ser bastante pesquisada e ja utilizada em alguns paises, aqui no Brasil, em
especifico o Rio Grande do Sul, uma pesquisa feita por Aquim et al. (2010) nos curtumes,
verificaram que nos dez curtumes pesquisados, nenhum deles utilizava enzimas na etapa de
depilacgdo, sendo que 78 % usam sulfetos nesta etapa, enquanto que 22 % fazem uso conjunto
de sulfetos e auxiliares, que contribuem para a reduc¢ao do uso de sulfetos.

Outra aplicacdo biotecnologica € na industria téxtil, em que sdo utilizados produtos
perigosos ao meio ambiente, para controlar o encolhimento de fibras de 1. Ainda, outros
processos envolvidos no acabamento, incluindo a limpeza (lavagem), branqueamento ou

tingimento, também causam a descarga de uma variedade de produtos quimicos toxicos.



Assim a utilizagdo de enzimas ¢ considerada como alternativa ecologicamente segura que
vem sendo explorada em varios processos de acabamentos téxteis (GUPTA et al., 2013b).

Proteases derivadas de Bacillus subtilis, Streptomyces, Conidiobolus coronatus
avermectinus também vém sendo usadas na recuperagao da prata de filmes de raios-X apos
descarte. A quantidade de prata nesses filmes varia entre 1,5 a 2,0 %, e os métodos
tradicionais para a recuperacdo de prata sdo a queima direta, a oxidacdo da prata metalica
seguida de eletrolise, e a remocao da camada de gelatina-prata utilizando solugdes quimicas.
Portanto, a hidrolise enzimatica de gelatina ¢ uma opg¢ao para minimizar potenciais impactos
ambientais (SINGHAL et al., 2012).

Em laticinios, a principal aplicacdo de proteases microbianas ¢ a coagulagdo do leite
na fabricacdo de queijos, substituindo o tradicional coalho que ¢ retirado do rumen de
bezerros. As proteases utilizadas podem ser obtidas de bactérias do género Bacillus, mas ¢é
mais comum o uso de proteases fungicas (SANCHEZ & DEMAIN, 2010). Na producao de
alimentos que passam por algum processamento tem-se a reducdo de algumas caracteristicas
das proteinas, como a capacidade de retencdo de agua e gordura, da solubilidade e da
capacidade emulsificante. Por isso, a induastria alimenticia tem recorrido a hidrolise
enzimatica de proteinas, tanto para ndo reduzir o valor nutricional, quanto para modular a
funcionalidade das proteinas. Umas destas aplicacdes, por exemplo, ¢ o uso de proteases para
a hidrélise de proteina de soja, tomando-a soluvel para a utilizagdo em bebidas (GIONGO,
2006). Mais recentemente, proteases tém sido avaliadas na hidrdlise de proteinas para
obtencdo de peptideos bioativos (capacidade antioxidante, antihipertensiva, antimicrobiana,
antidiabética) (PHELAN et al., 2009).

Neste contexto, as proteases sao insumos altamente valorizados para aplicagdes
comerciais e industriais, por apresentarem acdo rapida e eficiente, normalmente em
concentragdes baixas, em pH proximos a neutralidade e em temperaturas moderadas, o que
requer pouco aporte energético e consequentemente menores custos. Além disso, apresentam
alta especificidade em relacao ao substrato e a reacdo catalisada, baixa toxicidade e facilidade
controle da taxa e finalizacdo da reagdo (BHUNIA et al.,, 2012). Assim, por estas
caracteristicas, as proteases microbianas representam grande parcela do total de enzimas
utilizadas em processos industriais (SANCHEZ & DEMAIN, 2010).

Com vista a producdo de proteases em escala industrial, a op¢ao por subprodutos

como substratos ¢ uma alternativa econdmica que torna o processo mais barato. Com isso
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podem ser usados os residuos ricos em queratina, uma proteina de baixo valor nutricional,
mas que muitas vezes fornecem fontes aceitaveis de nutrientes para o desenvolvimento da
cultura bacteriano. Além disso, ¢ importante caracterizar a protease bruta, para verificar quais
sao as melhores condi¢des de pH, temperatura, efeitos de agentes quimicos para maximizar a

sua atividade de reacao (WEIJERS & RIET, 1992; ILLANES, 1999).

3.4. Género Bacillus

O género Bacillus ¢ um dos maiores em microbiologia e compreende bactérias Gram-
positivas em forma de bastonete, formadoras de esporo, aerdbias ou anaerdbias facultativas.
Bactérias deste género sdo agrupadas conforme suas exigéncias fisico-quimicas, nutricionais,
genéticas e, embora sejam fenotipicamente similares entre si, podem ser facilmente
identificadas e diferenciadas por estudos de DNA. Bacillus sio organismos com grande
interesse industrial por possuirem diversas caracteristicas especiais, como sua alta taxa de
crescimento e a capacidade de secretar grande quantidade de proteinas para o meio
extracelular. Algumas vantagens de cultivar Bacillus aos demais géneros podem ser citadas,
como a sua ndo patogenicidade, facil manipulagdo pelas técnicas atuais, cultivada mais
facilmente e com maiores taxas de sintese de proteinas do que muitos sistemas eucarioticos,
além de que ¢ capaz de secretar uma grande variedade de proteinas muito além de sua
concorrente, a Escherichia coli (SCHAMLLMEY et al., 2004; GIONGO, 2006; CORREA,
2009).

A produgao de proteases por Bacillus ¢ fortemente influenciada por fatores fisicos tais
como o pH, temperatura e tempo de incubagdo, além de fatores como componentes do meio e
a presenga de ions metalicos, sendo sugerido que a producdo de proteases extracelulares seja
uma manifestacdo da limitacdo de nutrientes e seu rendimento de biomassa é exponencial. O
meio de cultivo no caso desse microrganismo deve conter uma fonte de carbono, uma fonte de
nitrogénio e mais alguns fatores para otimizar o desenvolvimento da linhagem, por isso deve-
se optar por um substrato como algum subproduto de algum processo industrial, pois o
aproveitamento de um residuo torna o processo mais barato e fornece na maioria das vezes as
fontes aceitdveis para a cultura bacteriana (BHUNIA et al., 2012; DAROIT & BRANDELLI,
2014).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Microrganismo

A bactéria utilizada neste estudo, denominada CL18, foi isolada a partir de amostra de
solo (OLIVEIRA & DAROIT, 2013) e o potencial proteolitico foi previamente avaliado
(OLIVEIRA & DAROIT, 2014). Este isolado foi identificado, no Laboratorio de Bioquimica
e Microbiologia Aplicada da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, como espécie do
género Bacillus, sendo entdo denominado Bacillus sp. CL18. O isolado foi mantido em placas
de Agar Triptona de Soja (TSA), sob refrigeragio, e repicado periodicamente no mesmo meio

de cultura.

4.2. Degradacio de penas pelo isolado CL18
4.2.1. Meio de cultura, inoculacio e cultivos

O meio de cultura Caldo Pena (CP), utilizado para cultivar o isolado CL18 foi
composto por Meio Mineral (MM; 0,3 g L' KoHPO4; 0,4 ¢ L KH,PO4; ¢ 0,5 g L™ NaCl) e
penas de frango (10 g L. Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL do meio CP, com pH
inicial ajustado para 7 utilizando NaOH (1 mol L), foram esterilizados utilizando autoclave
(121 °C, 1,1 atm de pressdao, 15 min). Os meios de cultura foram inoculados com 1 mL de
uma suspensio bacteriana preparada em solugdo salina estéril (8,5 g L™ NaCl), com
absorbancia de 0,5-0,6 unidades, mensurada a 600 nm em espectrofotdmetro.

Apbs inoculagdo, os meios foram incubados em estufa com agitacdo orbital (30 °C,
125 rpm) por até 7 dias. A cada 24 h de cultivo, Erlenmeyers foram retirados (amostras de
sacrificio) para avaliacdo da degradacdo de penas (massa seca), atividade enzimatica, e

determinagdo de proteina solavel.

4.2.2. Determina¢io da massa seca das penas

Para esta determinagdo, os meios de cultura retirados diariamente foram filtrados

através de filtro de papel com massa determinada previamente. Apds a filtragdo, o material
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retido foi levado a estufa (60 °C) até atingir massa constante. Calculou-se, entdo, a diferenga
entre a massa do filtro antes da filtracdo e depois da filtragdo com o material retido,
comparando-se com a massa inicial das penas (100 %).

Os filtrados foram centrifugados (10.000 g por 5 min) e aliquotas dos sobrenadantes

foram utilizadas nos ensaios da atividade enzimaética e proteina soluvel.

4.2.3. Ensaio de atividade enzimatica

Neste ensaio foi verificada a produgdo de proteases com o passar do tempo de cultivo
do isolado CL18 em CP. Para tal ensaio, 100 pL do sobrenadante do cultivo,
convenientemente diluido em tampao Tris-HCI (0,1 mol L'; pH 8,0), foram adicionados a
300 pL do substrato enzimatico azocaseina (1 %, m v') e 100 pL de tampao Tris-HCI (0,1
mol L'; pH 8,0), sendo entdo esta mistura incubada em banho-maria a 40 °C por 15 minutos.
Ap6s este periodo, foram adicionados 600 uL de solucdo de acido tricloroacético (TCA; 10
%, m v') para finalizar a rea¢do. Na sequéncia, o meio reacional foi centrifugado (10.000 g
por 5 min), e 800 uL do sobrenadante foram coletados e adicionados a 200 pL. de NaOH (1,8
N). Entdo, foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotometro utilizando
comprimento de onda de 420 nm. Para cada ensaio foi confeccionado um controle, onde a
adi¢ao do TCA ocorreu antes da adicdo do sobrenadante para evitar a reagdo enzimatica.

Os resultados foram expressos em unidade de atividade proteolitica (U), que foi
definida como sendo a quantidade de enzima que provocou aumento de 0,1 unidade de

absorbancia nas condi¢des do ensaio.

4.2.4. Determinac¢ao de proteina soluvel

Para determinar a concentragdo de proteina soluvel, utilizou-se do método descrito por
Lowry et al. (1951), com o emprego do reagente de Folin-Ciocalteau. Para tal, foram
preparados dois reagentes (A e B). O primeiro consistiu na mistura entre 50 mL de solucdo de
NaOH (0,1 mol L") contendo Na,COs (20 g L") e 1 mL de solugdo contendo sulfato de cobre
(5 g L") e tartarato de sédio e potassio (10 g L™); j4 o reagente B consiste em solucio
formada pelo reagente de Folin-Ciocalteau e agua destilada na proporcao 1:1. Para a

realizagdo dos ensaios, 100 pL de cada sobrenadante de meio de cultura, convenientemente
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diluido em 4gua destilada, foram adicionados a 2,5 mL do reagente A, e esta mistura foi
incubada por 10 min em temperatura ambiente, no escuro. Apds, 300 uL do reagente B foram
adicionados, e esta mistura incubada por 30 min em temperatura ambiente, também em
ambiente escuro. Transcorrido este tempo, a absorbancia foi mensurada em espectrofotdometro
utilizando comprimento de onda de 750 nm. Curva padrao foi preparada com albumina sérica

bovina (1 mg mL™) para interpretagio dos dados de absorbancia obtidos.

4.3. Caracterizacio da protease bruta produzida pelo isolado CL18 em CP

Cultivos do isolado CL18, realizados em CP por 4 dias (30 °C e 125 rpm), foram
centrifugados (10.000 g por 5 min), e o sobrenadante utilizado como fonte de proteases

(protease bruta).

4.3.1. Determinacio de pH e temperatura 6timos

A determinacao do pH e da temperatura (T) 6timos consistiu em mensurar a atividade
enzimatica (proteolitica) em diferentes condi¢cdes de temperatura de incubagdo e de pH da
solugdo tampao. Para este experimento, duas metodologias diferentes foram utilizadas, que
sdo descritas a seguir.

Na primeira metodologia, ensaios enzimaticos foram realizados a 40 °C em diferentes
condi¢des de pH (6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5; 9,0; 9,5 e 10,0) para determinar o pH que
resultou na melhor atividade enzimatica; apos, a atividade enzimatica foi determinada no pH
otimo, variando-se a temperatura de incubagao (30, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 e 80 °C) para
a determinagdo da temperatura 6tima. Estes ensaios foram realizados em duplicata, sendo que
para cada ensaio foi confeccionado um controle adequado.

Na segunda metodologia, as condi¢des 6timas de pH e temperatura para a atividade
enzimatica foram avaliadas através de delineamento composto central rotacional (DCCR) 2°
completo. Foram estabelecidos dois niveis para cada varidvel (lineares; +1 e -1), quatro
repeti¢des no ponto central (0 e 0), além dos pontos axiais (quadraticos; +1,41 e -1,41), a fim
de minimizar o nimero de ensaios necessarios para serem realizados. A Tabela 1 apresenta as
combinagdes das variaveis independentes (pH e temperatura), em valores codificados e reais,

para os 12 experimentos realizados.
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Tabela 1: Combinagdes de temperatura e pH nos ensaios do DCCR

2% para avaliagio da atividade proteolitica

Ensaio T (cod) T (°O) pH (cod) pH
1 1 65,6 1 9,4
2 1 65,6 -1 6,6
3 -1 444 -1 6,6
4 -1 444 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

A variavel dependente avaliada correspondeu & atividade proteolitica (U mL™). Os
resultados foram avaliados utilizando o sofiware Statistica 5.0. Coeficientes gerados por
andlise de regressdo (p < 0,05) foram utilizados para elaborar modelo matematico capaz de
explicar os efeitos da temperatura e pH sobre a atividade enzimatica. O ajuste do modelo foi
avaliado pelo coeficiente de determinagdo (R?) e analise de varidncia (ANOVA). Na ANOVA
foram comparadas as variancias das regressdes dos experimentos com a variancia dos erros
experimentais/falta de ajuste, considerando os graus de liberdade (5 para os ensaios; e 6 para
o erro + falta de ajuste). A validagdo do modelo permitiu a elaboracdo de grafico de superficie

de resposta.
4.3.2. Cinética de atividade em azocaseina
O efeito de diferentes concentracdes do substrato enzimdatico azocaseina (0,06-6,0 mg
mL™") sobre a atividade da protease bruta foi avaliado nas condi¢des Otimas de pH e

temperatura. A partir dos resultados, os valores de K € Vmax para a protease bruta foram

obtidos através de regressdo ndo linear utilizando a equacdo de Michaelis-Menten. Nesta
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analise foi empregado o sofiware Statistica 5.0.

4.3.3. Efeito de sais, reagentes e inibidores sobre a atividade da protease

bruta

Estes experimentos consistiram em verificar efeitos de diversas substincias e
compostos sobre a atividade proteolitica, em condigdes Otimas de temperatura e pH,
utilizando azocaseina como substrato.

Os sais testados, nas concentragdes de 1 ¢ 5 mmol L', foram CaCl,, CoCl,, CuSOs,
FeSO4, MnCl,, MgCl, e ZnCl,. Os reagentes avaliados foram Triton X-100 (0,5% e 1,0%, v
V'l), Tween 20 (0,5 % e 1,0 %, v V'l), Etanol (0,5 % ¢ 1,0 %, v V'l), Dimetilsulféxido (DMSO;
0,5 % e 1,0 %, v V'l), Dodecil sulfato de sodio (SDS; 0,05 % e 0,10 %, m V'l) e B-
Mercaptoetanol (0,1 %, 0,5 % e 1,0 %, v V'l). Todos os ensaios foram realizados em
duplicata. Para cada ensaio foram confeccionados controles negativos adequados, contendo a
substancia a ser testada, mas com a solu¢do de TCA sendo adicionada antes da protease bruta.

Os inibidores testados foram o acido etilenodiamino tetracético (EDTA), 1-10
fenantrolina e fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF), nas concentragdes de 1 e 5 mmol L. Neste
experimento, a protease bruta foi incubada em temperatura ambiente por 20 minutos na
presenga do inibidor e auséncia de substrato. Apos este periodo a atividade proteolitica foi
mensurada, em duplicatas, utilizando azocaseina como substrato.

Os resultados foram expressos em termos de atividade relativa (%), considerando-se o

controle positivo (sem a adi¢ao da substancia testada) como 100 %.

4.3.4. Estabilidade térmica

A estabilidade térmica da protease bruta produzida pelo isolado CL18 foi avaliada nas
temperaturas de 45,0, 50,0, 52,5, 55,0, 57,5 e 60,0 °C. Para tanto, a protease bruta foi pré-
incubada (em tamp3o Tris-HCI 100 mmol L™, pH 8,0) por diferentes intervalos de tempo:

-45,0-55,0°C: 0,4, 8, 12, 16 € 20 min;
-57,5°C:0,3,6,9 ¢ 12 min;
-60,0°C:0,1,2,3,4,5,6 ¢ 7 min.

Apds o periodo de pré-incubagdo nas respectivas temperaturas em banho-maria, os
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microtubos contendo a protease bruta foram retirados e levados a banho de gelo para parar a
reacdo de inativagdo térmica.

Na sequéncia, a protease pré-incubada foi submetida ao ensaio enzimatico com o
substrato azocaseina nas condi¢des 6timas de pH e temperatura pré-determinadas. A atividade
enzimatica obtida no tempo zero foi considerada como 100 %, e os demais resultados foram

apresentados como atividade residual (%). Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

4.3.5. Atuacao da protease bruta na hidrdlise de diferentes substratos

proteicos

A atuacdo da protease bruta produzida pelo isolado CL18 também foi avaliada através
da incubacdo da enzima em meios reacionais contendo diferentes substratos organicos (penas,
farinha de penas, cabelos, albumina, proteina isolada de soja, e caseina) na concentragdo de
10 g L. Frascos Erlenmeyer (125 mL) contendo 25 mL de tampéo Tris-HCI (100 mmol L™,
pH 8,0) e 0,25 g do respectivo substrato organico foram pré-incubados a 50 °C por 10 min
para estabilizacdo da temperatura em banho-maria com agita¢do reciprocante. Na sequéncia,
500 pL da protease bruta foram adicionados para iniciar a reagdo e a incubagdo ocorreu a 50
°C, também sob agitagdo, por 4 h.

Amostras de 500 pL foram coletadas nos tempos 0, 1, 2, 3 e 4 h de incubagao, sendo
adicionados 500 pL de TCA (10 %, m v'') para finalizar a reagdo. Apds centrifugagio (10.000
g por 5 min), o sobrenadante foi convenientemente diluido em 4gua destilada e a leitura da
absorbancia foi realizada a 280 nm em espectrofotometro.

Todos os ensaios descritos foram realizados, pelo menos, em duplicatas e os resultados

estdo expressos em unidades de absorbancia a 280 nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Bacillus sp. CL18 foi previamente isolado e avaliado quanto a potencial producao de
proteases e crescimento em placas de Agar Farinha de Penas em diferentes condigdes de
temperatura ¢ pH (OLIVEIRA & DAROIT, 2014), indicando seu potencial proteolitico e
queratinolitico. Desta forma, foi selecionado para o estudo da capacidade de degradacdo de

penas e producdo de proteases extracelulares em cultivos submersos.

5.1. Degradacio de penas por Bacillus sp. CL18

A degradacdo de penas foi avaliada durante cultivos em Caldo Pena, realizados a 30
°C em estufa orbital com agitagdo (125 rpm). A Figura 1 apresenta a massa remanescente de
penas (em porcentagem) em relacdo a massa inicial, bem como a concentracdo da proteina
soluvel, nos respectivos tempos de cultivo. Pode ser observado que, no quarto dia de cultivo,
aproximadamente 96 % das penas haviam sido solubilizadas. Em relagdo a proteina solavel,
observou-se aumento da concentragdo com o passar dos dias de cultivos, com valores
maximos aos 4 dias (~3, mg mL"), e posteriormente apresentando um padrio de
estabilizacao.

Para efeito de comparagdo, Villa et al. (2013), utilizando penas como substrato,
avaliaram capacidade queratinolitica de Bacillus subtilis, e observaram que a degradacdo de
penas variou de 90-95 %, apds 5 dias de cultivo. Queiroga ef al. (2012) avaliaram cinco
1solados bacterianos do género Bacillus quanto a sua capacidade queratinolitica, e observaram
que a degradacdo de penas variou de 12 % a 67 %, dependendo da bactéria, apds 4 dias de
cultivo. Assim, Bacillus sp. CL18 pode ser considerado entre aqueles considerados como
possuidores de elevada capacidade de degradacdo de penas.

O aumento na concentra¢do de proteina soluvel em cultivos submersos ¢ geralmente
considerado como medida da digestdo de residuos queratinosos (SZABO et al., 2000). Nagal
e Jain (2010) avaliaram oito bactérias do género Bacillus quanto a liberacdo de proteina
soluvel, apresentando o maior nivel apds 6 dias de cultivo, relativamente superior aos 4 dias

obtidos em cultivos com Bacillus sp. CL 18.
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Figura 1: Massa seca das penas (%, W) e concentracdo de proteina solivel (mg mL-!, (1)
durante o cultivo de Bacillus sp. CL 18 em Caldo Pena, com os respectivos desvios padrao.

A eficiéncia desta bactéria na degradagdo de penas sugere sua potencial utilizagcdo em
processos de bioconversdo. O fato de a bactéria degradar penas em condigdes moderadas de
temperatura e pH indica diminui¢do do aporte energético para este bioprocesso, bem como a
redu¢do da geracdo de efluentes que necessitem tratamento posterior. Os hidrolisados
proteicos obtidos a partir da degradagdo de penas podem ser utilizados como fertilizantes
nitrogenados, ingredientes de ragdes para animais, produ¢do de biocombustiveis, entre outras
aplicagdes (BRANDELLI et al., 2010). Entretanto, a avaliagdo destas possibilidades depende

de pesquisas futuras.
5.2. Producio de protease durante cultivos em Caldo Pena

A producao de proteases ¢ capacidade intrinseca de microrganismos, que necessitam
de uma fonte de energia, carbono e nitrogénio para o crescimento microbiano (GUPTA et al.,
2002). No presente estudo, os unicos substratos organicos para a nutricdo e crescimento de
Bacillus sp. CL18 foram representados pelas penas, que sdo formadas por proteinas do tipo

queratina (~90 %, m vh. A capacidade microbiana de degradacdo deste substrato usualmente
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estd relacionada a produgdo de enzimas proteoliticas extracelulares (GUPTA & RAMNANI,
2006).

O perfil de produgdo de proteases por Bacillus sp. CL18 durante cultivos em CP ¢
apresentado na Figura 2. Foi possivel observar que o pico de produgao ocorreu no 4° dia de

cultivo (~160 U mL™"), mantendo-se relativamente estavel até o final da incubagio.
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Figura 2: Producdo de proteases extracelulares (U mL™) por Bacillus sp. CL 18 durante
cultivos em Caldo Pena, com os respectivos desvios padrao.

Em estudo similar, Nilegaonkar et al. (2007) obtiveram a maxima producdo de
proteases pela bactéria Bacillus cereus MCM B-326 em 36 h de cultivo em meio contendo
farelo de soja nas condi¢des Otimas de temperatura e pH. J4 em meio de cultivo contendo
penas nativas, Riffel et al. (2003) avaliaram a capacidade queratinolitica do microrganismo
Chryseobacterium sp. kr6, verificando a maxima producao de protease queratinolitica em 48
horas de cultivo a 30 °C e pH 8,0. Considerando a ampla produgdo de penas pela industria
avicola, estes residuos representam potenciais substratos, amplamente disponiveis e de baixo

custo, para a produ¢do de proteases microbianas (BRANDELLI, 2008).
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5.3. Caracterizacio da protease bruta produzida por Bacillus sp. CL18

Proteases microbianas sdo insumos tecnoldgicos valorizados, representando um dos
principais grupos de enzimas produzidas industrialmente, respondendo por aproximadamente
2/3 das vendas globais de enzimas (KASANA ef al., 2011). Estas enzimas sdo utilizadas na
industria de alimentos, couros, detergentes, entre outras (GUPTA et al., 2002). Portanto, a
bioconversao microbiana das penas representa tanto uma estratégia para a destinacao destes
residuos quanto uma forma para agregacao de valor (DAROIT & BRANDELLI, 2014). No
entanto, o uso comercial/industrial de enzimas microbianas necessita que sejam caracterizadas
para indicar possiveis aplicagdes. Assim, a protease bruta produzida por Bacillus sp. CL18

nos cultivos em Caldo Pena foi submetida a processo de caracterizacao.

5.3.1. Temperatura e pH o0timos

Os efeitos da temperatura e pH sobre a atividade da protease extracelular do isolado
bacteriano Bacillus sp. CL 18 foram avaliadas com duas metodologias diferentes.
Primeiramente variou-se o pH de 6 a 10 em ensaios realizados a 40 °C; e depois variou-se a

temperatura de 30 a 80 °C no pH 6timo (Figura 3).
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Figura 3: Efeito da variagdo de pH sobre a atividade da protease bruta de
Bacillus sp. CL 18, avaliada a 40 °C, com os respectivos desvios padrao.

21



120

S 100
S 80
k5
o
S 60
o]
3
g
E 40
!
20
0 T T T T T T T T T 1
30 35 40 45 S50 55 60 65 70 75 80

Temperatura (°C)
Figura 4: Efeito da variagdo da temperatura sobre a atividade da protease
bruta de Bacillus sp. CL 18, em pH 9,0, com os respectivos desvios

padrao.

Observou-se aumento da atividade da protease com o incremento do pH, alcangando
valores maximos em pH 9,0, o que indica um carater levemente alcalino, e decrescendo em
valores superiores de pH. Em relagcdo a temperatura, a maxima atividade da protease bruta
(em pH 9,0) ocorreu a 60 °C (Figura 4), sendo que a 55 °C foi observada aproximadamente
97% da atividade méxima.

A segunda metodologia utilizada na avaliacdo do pH e temperatura 6timos foi através
da utilizagdo de DCCR 2* completo. Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados da atividade
enzimatica (varidvel dependente) nos experimentos realizados em diferentes combinagdes de
temperatura e pH (varidveis independentes).

Foi possivel observar que os maiores valores de atividade proteolitica ocorreram a 55
°C e pH 8,0, ou seja, no ponto central do experimento (Tabelas 2 e 3). O aumento linear da
temperatura, de 44,4 °C (-1) para 65,6 °C (+1), provocou leve efeito positivo sobre a atividade
enzimdtica. Além disso, o efeito quadratico da temperatura [40 °C (-1,41) e 70 °C (+1,41)]
apresentou elevado efeito negativo, indicando menor atividade enzimatica a 40 °C e uma
possivel desnaturagdo enzimatica no limite superior (70 °C).

Quanto ao pH, o efeito linear foi positivo e o efeito quadratico negativo, sugerindo que

nos extremos de pH testados (6,0 e 10,0) as proteases na preparagdo bruta podem ter sofrido
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modificagdes conformacionais, por exemplo através de efeitos em grupos funcionais de

aminodcidos, que resultaram em menor atividade.

Tabela 2: Atividade proteolitica (U mL") em diferentes combinac¢des de
temperatura (T) e pH do DCCR 2°.

Ensaio T (cod) T (°C) pH (cod) pH real UmL"
1 1 65,6 1 9,4 134
2 1 65,6 -1 6,6 205
3 -1 444 -1 6,6 99
4 -1 444 1 9,4 132
5 1,41 70,0 0 8,0 120
6 -1,41 40,0 0 8,0 93
7 0 55,0 1,41 10,0 214
8 0 55,0 -1,41 6,0 145
9 0 55,0 0 8,0 281
10 0 55,0 0 8,0 280
11 0 55,0 0 8,0 269
12 0 55,0 0 8,0 284

Utilizando o software Statistica (5.0), as respectivas estimativas de efeito das variaveis
foram calculadas, sendo que todas as varidveis avaliadas foram significativas (p < 0,05;
Tabela 3). Através de analise de regressao dos dados experimentais, os coeficientes obtidos
foram utilizados para a constru¢do de modelo matematico que pudesse predizer a atividade
enzimatica (U mL™) nos intervalos de temperatura e pH investigados. A seguinte equacao foi

obtida:
Y =278,5+ 18,313 T - 86,436 T2 + 7,433 pH - 49,717 pH? - 26 T pH
em que Y ¢ a atividade enzimatica (U mL"), T é a temperatura (em valores

codificados), e pH ¢ o valor de pH (em valores codificados). A validade do modelo foi

verificada por Andlise de Variancia (ANOVA; Tabela 4).
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Tabela 3: Estimativas de efeito das variaveis e as respectivas interagdes

sobre a atividade enzimatica.

Variaveis Efeito (U/mL) Erro padrao valor-p
Média 278,49 3,27 0,000004
Temperatura (T) (Linear) 36,62 4,64 0,004247
TxT -172,87 5,20 0,000060
pH (Linear) 14,86 4,64 0,049276
pH x pH -99,43 5,20 0,000313
TxpH -52,00 6,55 0,004181

Tabela 4: Analise de varidncia no estudo do efeito das wvariaveis
independentes (pH eT) sobre a atividade proteolitica.

Fonte de Variacio SS* df°
T 2.675,01 1
TxT 47.418,62 1
pH 440,72 1
pH x pH 15.688,42 1
T x pH 2.704,00 1
Total Regressao 68.926,77 5
MS® da Regressdo 13.785,35
Falta de ajuste 2.906,45 3
Erro puro 129,00 3
Total Residual 3.035,45 6
MS Residual 505,91
Valor F-calculado (MS da Regressao/MS Residual) 27,24
Valor F-tabelado (F s, sqf64f) 4,39

* SS: soma dos quadrados.
b df: graus de liberdade.
“MS: média dos quadrados.

Como pdde ser verificado, o valor de F-calculado a partir da regressdo foi 6,2 vezes
maior que o valor de F-tabelado (Tabela 4). Isto demonstra a validade e significancia do
modelo (em nivel de 95 %) para descricdo da atividade enzimadtica nas diferentes condi¢des

de temperatura e pH. O coeficiente R* igual a 0,95 indica que 95 % da variabilidade
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observada nos ensaios pode ser explicada pelo modelo. Utilizando o modelo matematico, foi

construido o gréafico de superficie resposta, apresentado na Figura 5.
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Figura 5: Superficie resposta para os efeitos de pH e temperatura sobre a
atividade da protease extracelular de Bacillus sp. CL 18.

O uso de técnicas para otimizar a atividade das proteases, como a superficie resposta,
permite otimizar condi¢des de bioprocessos em menor niimero de ensaios € mesmo observar o
efeito de interagcdes entre varidveis para obtencdo das condi¢des otimas (MANDENIUS &
BRUNDIN, 2008). Especificamente, atividade 6tima foi observada em temperaturas de 50-62
°C e valores de pH entre 7,0 € 9,2 (Figura 5). Assim, o experimento permite a construcao de
janelas operacionais para a maxima atividade enzimatica. No que se refere a bioprocessos
enzimaticos, tal versatilidade permite escolher condi¢des reacionais adequadas para diferentes
propositos, utilizando diversas combinacgdes de temperatura e pH nas quais o biocatalisador
atua de forma 6tima.

A andlise da superficie de resposta mostra que os ensaios contendo pH mais acidos e
aqueles contendo pH mais basicos que o pH central de 8,0 resultaram em atividade enzimatica
menor, demonstrando que o pH bem como a temperatura influenciam na atividade da protease

produzida pelo isolado bacteriano Bacillus sp. CL 18. Com base nos resultados, as condigdes
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de temperatura e pH 6timo para a atividade enzimatica foram determinados como sendo 55 °C
e pH 8.0.

Govarthanan et al. (2015) obtiveram temperatura 6tima de 60 °C e pH 8,0 para
protease purificada a partir do cultivo em penas da bactéria denominada Bacillus sp. MG-
MASC-BT. Ja Zhang et al. (2009), em estudo utilizando a bactéria Bacillus sp. 50-3,
caracterizaram a protease queratinolitica produzida em cultivo com farinha de penas, exibindo
a maior atividade enzimatica em na faixa de pH de 7,0-11,0 e temperatura entre 50 ¢ 70 °C,
sendo o pH e a temperatura 6timos de 10,0 e 60 °C, respectivamente. Hassan et al. (2013),
obtiveram condi¢des de temperatura e pH o6timos de 60 °C e 9,0, respectivamente, para
proteases produzidas pelas bactérias Bacillus amyloliquefaciens MA20 e Bacillus subtilis
MAZ21 cultivadas em meio mineral contendo 13 de ovelha. Nejad et al. (2009), a partir do
isolado bacteriano denominado Bacillus licheniformis BBRC 100053, obtiveram as condi¢des
otimas de pH de 8 e temperatura de 45 °C para as proteases obtidas a partir do cultivo em
meio contendo lactose, maltose e peptona.

Tendo em vista processos industriais, enzimas que permanecem ativas em uma ampla
faixa de pH possuem vantagens, como ndo requisitar um grande controle para esse parametro,
além da diminui¢do dos gastos através da redu¢do no uso de agentes tamponantes (RAO et al.,
1998). Quanto a temperatura, sua elevagdo provoca aumento da atividade proteolitica até
certo ponto, proximo a temperatura maxima, sendo que a continuagao do seu incremento pode
provocar a desnaturag@o e, com isso, perda da atividade enzimatica. Assim a temperatura €
uma varidvel crucial em qualquer processo biocatalitico (ILLANES, 1999). A temperatura
otima ndo muito elevada e pH ligeiramente alcalino, apresenta vantagens relacionadas a
processos enzimaticos, ndo requerendo aporte energético muito elevado, e além disso nao €

necessario tratar o efluente do processo enzimatico (DAROIT et al., 2011).

5.3.2. Estabilidade Térmica

A termoestabilidade permite avaliar o comportamento da enzima em bioprocessos,
bem como a estabilidade em armazenamento. A estabilidade térmica da protease bruta foi
avaliada através da pré-incubagdo da enzima em temperaturas distintas, entre 45 a 60 °C, por
diferentes intervalos de tempo. Na sequéncia, a atividade residual (%) foi avaliada nas

condig¢des Otimas de temperatura e pH, e os resultados apresentados na Figura 6.
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Figura 6: Estabilidade térmica da protease a 45,0 °C (®), 50,0 °C (), 52,5 °C (®),
55,0 °C (©), 57,5 °C (A), 60,0 °C (A).

Na temperatura de 45,0 °C pode-se observar que a atividade residual ndo foi afetada,
indicando que, nesta temperatura, processos como a desnaturacdo térmica nao ocorreram. No
entanto, quando pré-incubada a 50, 52,5, 55, 57,5 e 60 °C a protease bruta apresentou
decréscimo na atividade residual. A 60 °C, 95 % da atividade inicial foi perdida apds pré-
incubagao por 7 min (Figura 6). O incremento da temperatura (de 50 °C a 60 °C) resultou em
inativacao mais rapida, e os resultados observados durante a pré-incubagdo da protease bruta
na temperatura otima (55 °C) indicam potencial fung¢do do substrato na manutengdo da
conformacdo do sitio ativo das proteases. Nestas condicdes, os efeitos de reducdo da atividade
enzimdtica devem-se possivelmente ao efeito da temperatura como agente de desnaturacao
das proteases (ILLANES, 1999).

De forma similar ao observado neste estudo, protease bruta de Bacillus licheniformis
BBRC 100053 manteve 48 %, 40 % e 12 % da atividade inicial ap6s pré-incubagdo a 40, 50 e
60 °C, respectivamente, por 30 minutos (NEJAD et al., 2009), e resultados semelhantes foram
observados para protease bruta de Bacillus subtilis linhagem 38 (CHANTAWANNAKUL et
al., 2002), bem como de outras proteases produzidas por espécies de Bacillus (CORREA,
2009; DAROIT et al., 2010).
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Por outro lado, a protease produzida pela bactéria termofilica Bacillus sp. HUTBS62
demonstrou estabilidade a 50 © C durante 2 h, enquanto que a 60 ¢ 100 °C, a atividade
enzimdtica foi diminuida em 28 % e 73 % da atividade original, respectivamente, sendo o
tempo de meia vida ser de 6 h, 4 he 3 h a 70, 80 e 90 °C, respectivamente (AQEL et al.,
2012). Em outro estudo, de um isolado bacteriano denominado Bacillus sp. N-40, a atividade
da enzima foi verificada como sendo estavel nas temperaturas de 40 a 70 °C, estando ainda
ativa a 80 °C; a 55 °C, a enzima preservou 77 % da atividade inicial apds 3 horas (SEVINC &
DEMIRKAN, 2011).

Os dados da Figura 6 foram utilizados para confeccionar grafico semilogaritmico da
atividade residual versus tempo de pré-incubagdo (Figura 7). O processo de inativagdo da
protease bruta seguiu, aparentemente, uma cinética de primeira-ordem, o que ¢ sugerido pelos
altos valores de R® obtidos para as diferentes temperaturas. Assim, o comportamento da
fragdo ativa da protease bruta do isolado bacteriano Bacillus sp. CL 18 em fun¢do do tempo

de pré-incubacao ¢ representado por uma reta.
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Figura 7: Grafico semilogaritmico da atividade residual em funcao do tempo de pré-
incubagdo nas temperaturas de 50,0 °C (03), 52,5 °C (@), 55,0 °C (0), 57,5 °C (A),
60,0 °C (A).
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O coeficiente angular de cada reta (kd) ¢ uma constante de inativagcdo de primeira-
ordem. A partir dos coeficientes angulares das retas (kd) foi possivel calcular o tempo de
meia-vida (t;,) da protease bruta nas diferentes temperaturas de pré-incubagao (Tabela 5),

utilizando a equacao:

ti» = In(2)/-kd

Tabela 5: Tempo de meia-vida (t1/2) da protease bruta de
Bacillus sp. CL18 em diferentes temperaturas
Temperatura de pré-

incubacio (°C) "kd t1/2 (min)
50,0 0,0288 24,06
52,5 0,0431 16,08
55,0 0,0918 7,55
57,5 0,1505 4,60
60,0 0,3685 1,88

Como esperado, o t;; diminuiu com o aumento da temperatura, apresentando valores
de 24 min a 50 °C e 1,9 min a 60 °C. Os resultados indicam que a protease bruta apresenta
baixa termoestabilidade, o que pode ser um fator positivo visando o controle mais eficiente da

atuacao enzimatica (RAO ef al., 1998).

5.3.3. Cinética de atividade em azocaseina

A Figura 8 mostra o efeito da concentracdo de azocaseina na velocidade da reacdo
enzimatica catalisada pela protease bruta de Bacillus sp. CL18. Pode-se observar o aumento
inicial mais acentuado da velocidade de hidrolise do substrato, tendendo a estabiliza¢ao com o
aumento gradativo de azocaseina no meio reacional. A partir destes resultados, o ajuste da

curva foi realizado através de regressao nao linear utilizando a equagdo de Michaelis-Menten:

V = (Vimax™*S)/(KntS)

onde V ¢ igual a velocidade de reagdo, S € a concentracdo de substrato, sendo possivel

obter as constantes K, € Viax.
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Figura 8: Velocidade de atuacdo da protease bruta de Bacillus sp. CL18 em fungdo
da concentragdo de subtrato. (O0) pontos experimentais e (—) ajuste da curva.

Os parametros V. € Ky, caracterizam as reagdes enzimaticas que sao descritas pela
equacdo de Michaelis-Menten (FOGLER, 2012). A velocidade da reacdo ¢ funcdo do
aumento da concentragdo do substrato, até um determinado valor dessa concentragao,
mantendo-se depois praticamente constante a novos acréscimos na concentragao do substrato.
Neste caso diz-se que a ezima esta “saturada” com o substrato. A Vi € @ méxima velocidade
inicial que a rea¢do pode atingir, e depende da concentragao da enzima, enquanto que Ky, € a
concentracdo de substrato que corresponde a metade de Vmax e independe da quantidade de
enzima (BORZANI et al., 2001).

O ajuste com a equagdo de Michaelis-Menten resultou em R? de 0,96, indicando ajuste
adequado. Vyax, dependente da concentracdo de substrato, apresentou valor aparente de 11,53

U mg proteina” min™, enquanto que o K, aparente foi de 0,778 mg mL™.

5.3.4. Efeito de sais sobre a atividade proteolitica

O efeito de diferentes sais (Tabela 6) sobre a atividade da protease bruta de Bacillus

sp. CL 18 foi determinado incubando-se a enzima a 55 °C por 10 min na presenca do
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respectivo composto nas concentragdes de 1 ¢ 5 mmol L”, seguido da determinagio da
atividade enzimatica relativa (%). Um controle, na auséncia de ions, foi também realizado e
considerado como sendo 100 % da atividade da enzima. Tais determinacdes sdo importantes
para o entendimento do comportamento da protease bruta em condi¢cdes que podem ser

encontradas ou promovidas em sistemas reacionais.

Tabela 6: Efeito de sais sobre a atividade proteolitica.

Sal Concentragio (mmol L™) Atividade relativa (%)
Controle - 100,0 + 2,1
CaCl, 1 101,9+1,9

5 1084+ 1,6
CoCl, 1 59,0+ 1,5
5 46,4+ 1,6
CuSO, 1 69,1 +1,5
5 485+1,3
FeSO, 1 85,8+ 1,9
5 496=+1,4
MnCl, 1 101,7+ 1,8
5 96,6 = 1,8
MgCl, 1 102,5+ 1,8
5 112,8 +1,5
ZnCl, 1 66,0 + 1,8
5 14,1+1,3

A atividade relativa manteve-se estdvel com pequenas variagdes positivas para os sais
CaCl, e MgCl; na concentracdo de 5 mmol L' (Tabela 6). Neste sentido, a adicdo de Ca’" e
Mg*" aos meios reacionais, pelo menos nas concentragdes testadas, podem atuar de forma
benéfica na catdlise da hidrolise de proteinas, potencialmente aumentando a eficiéncia do
processo. Os sais de cobalto, cobre, ferro e zinco resultaram em diminui¢do da atividade
enzimatica (Tabela 6).

Kumar e Takagi (1999) relataram que algumas proteases requerem ions metéalicos
divalentes como Ca*, Mn*" ¢ Mg”" para a obtengdo de uma maior atividade, devido a

protecdo da enzima contra a desnaturacdo provocada por temperaturas mais elevadas. A
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protease produzida por Bacillus sp. JB-99 foi estimulada na presenca de Ca®’, Mn*" ¢ Mg*"

(JOHNVESLY & NAIK, 2001). Em estudo semelhante, Cui et al. (2015), observaram que
presenca dos sais Ca2+, Mn2+, Zn2+, Cu2+, Na’, K* (5 mmol L'l) resultaram em aumento na
atividade da protease bruta da bactéria denominada SD11, sendo observados incrementos de
45,42, 15, 19, 36, e 33 % em relagdo aos controles, respectivamente. Jaswal e Kocher (2006)
também testaram o efeito de alguns ions metalicos (10 mM) sobre a atividade enzimatica da
protease alcalina de Bacillus circulans MTCC 7906, revelando que foi aumentada por Ca®"
(49 %), Mn*" (35,6 %), Zn>* (30,6 %), Co™" (37,9 %) e Ba®" (26,1), ¢ inibida por Cu*" (23,8
%). Efeitos oxidativos, de desnaturacio e de complexacdo com cofatores e mesmo

aminoacidos podem ter resultado nestes efeitos negativos (RIFFEL et al., 2007).

5.3.5. Efeito de reagentes e inibidores sobre a atividade proteolitica

Os efeitos de reagentes e inibidores sobre a atividade da protease bruta de Bacillus sp.
CL18 sdo apresentados nas Tabelas 7 e 8, respectivamente. O detergente anidnico SDS atuou
reduzindo a atividade enzimadtica, que decaiu aproximadamente 59 % na presenca de 0,10 %
(m v'") deste reagente. Sellami-Kamoun et al. (2008) observaram que, em concentragdes de
0,1 ¢0,5% (mv"), o SDS provocou inibi¢do moderada (9 % e 27 %, respectivamente) da
atividade da protease produzida por Bacillus licheniformis RP1. O SDS ¢ reconhecido por ser
um potente agente desnaturante de proteinas e, portanto, seu efeito negativo pode ser devido a
desestabilizacdo da estrutura de enzimas presentes na protease bruta; ainda, este resultado
sugere a restricdo de uso da protease como ingrediente de sabdes em pd e detergentes
(ANWAR & SALEEMUDDIN, 1998; GUPTA et al., 2002).

No entanto, os detergentes nao-idnicos Triton X-100 e Tween 20 atuaram aumentando
a atividade enzimdtica (Tabela 7), possivelmente através do incremento do acesso do
substrato ao sitio catalitico das enzimas. Hassan et al. (2013) avaliaram a atividade de
proteases brutas de duas bactérias do género Bacillus frente aos detergentes Triton X-100 e
Tween 20 (0,5 ¢ 1,0 % v V'l), tendo observado tendéncia de diminuicdo das atividades
enzimaticas, com exce¢do do observado com Triton X-100 (0,5 %) para a protease bruta de

Bacillus subtilis MA21, que resultou em incremento da atividade proteolitica.
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Tabela 7: Efeito de reagentes sobre a atividade proteolitica.

Reagente Concentracao Atividade relativa (%)
Controle - 100,0 £2,0
Dodecil sulfato de sodio (SDS) 0,05 % (mv") 679+138
0,10 % (mv™) 41,4+1,7
Triton X-100 0,50 % (v v’ 1139+1,9
1,00 % (v v 109,0 +2,0
Tween 20 0,50 % (v v’ 119.9+2.1
1,00 % (v v 1273+1,9
Etanol 0,50 % (v v’ 95,1+ 1,8
1,00 % (v v 100,5+ 1,6
Dimetil sulfoxido (DMSO) 0,50 % (v v 106,4 + 1,7
1,00 % (v v’ 113,7+1,2
B-mercaptoetanol 0,10 % (v v 69,6 £2,1
0,50 % (v v 64,0 +2,0
1,00 % (v v’ 64,6 +2,0

A presenga de etanol do meio reacional ndo aparentou efeito sobre a atividade
enzimdtica nas concentracdes testadas, e DMSO apresentou tendéncia de aumento da
atividade proteolitica (Tabela 7), como ja indicado para proteases brutas de espécies de
Bacillus (DAROIT et al., 2010; HASSAN et al., 2013) Os resultados indicam que as
modificagdes de polaridade do meio ndo afetaram a atividade enzimatica, e que os efeitos
positivos dos solventes sugerem estudos subsequentes sobre a utilizacdo da protease na
sintese de peptideos. Ebrahimipour et al. (2012), avaliaram os efeitos de varios solventes
organicos, incluindo o etanol, sobre a estabilidade da protease bruta de Bacillus licheniformis
ISA9, sendo observados incrementos na atividade proteolitica apdés 30 minutos de pré-
incubagdo em meios reacionais contendo 25 e 50 % (v v''), em comparagdo com o0s controles
(sem etanol). O agente redutor f-mercaptoetanol resultou em inibi¢do moderada da atividade
enzimatica (Tabela 7), sugerindo que proteases presentes no sobrenadante dos cultivos
dependem de pontes dissulfeto para estabilizagdo da conformagdo enzimatica (DAROIT et al.,
2011).

EDTA e 1,10-fenantrolina, agentes quelantes de ions metélicos, provocaram inibi¢ao

da protease bruta (Tabela 8), sugerindo que metaloproteases podem estar entre as enzimas
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produzidas por Bacillus sp. CL18 (RIFFEL et al., 2007). Segundo Beg e Gupta (2003), se a
enzima se mantém estavel na presenca de EDTA, esta pode apresentar potencial de utilizagdo
na industria de detergentes, devido a estes compostos possuirem elevada concentracao de
agentes quelantes que auxiliam na redugdo da tensdo superficial da agua, além de se ligarem
aos ions metalicos tornando-os indisponiveis na solucao detergente.

Os maiores indices de inibicdo observados na presenca de PMSF, um reconhecido
inibidor de serino-proteases, indicando que a protease bruta pode também conter este grupo
de enzimas proteoliticas (RAO et al., 1998). Este grupo de proteases estd entre as principais
produzidas por espécies do género Bacillus (SCHALLMEY et al., 2004). Considerando os
efeitos de EDTA e PMSF (Tabela 8) ¢ o efeito positivo da presenga de Ca®" ¢ Mg”" (Tabela
6), além do fato de muitas serino-proteases de Bacillus dependerem de ions metalicos para sua
atividade e estabilidade (GUPTA et al., 2002), sugere-se que a maior parte das enzimas

proteoliticas produzidas sejam serino-proteases dependentes de ions metalicos.

Tabela 8: Efeito de inibidores sobre a atividade proteolitica.

Inibidor Concentragio (mmol L™) Atividade residual (%)
Controle - 100,0 £2,2
EDTA 1 56,8 +2,0

5 46,9 +2,1
1,10-fenantrolina 1 832+2,4
5 79,8 + 1,8
PMSF 1 42,1+1,8
5 359+1,6

Como comparagdo, Zhang et al. (2009), testaram o efeito de diversos inibidores (1 e
10 mmol L") sobre protease de Bacillus sp. 50-3 e, dentre eles, PMSF inibiu em 71-81 % a
atividade proteolitica, EDTA resultou em 56-91 % de inibi¢do, e 1,10-fenantrolina inibiu
levemente a atividade da enzima. Chantawannakul ef al. (2002) testou alguns produtos
quimicos, entre eles a 1,10-fenantrolina (I mmol L, que inibiu aproximadamente 90 % da
atividade da protease de Bacillus subtilis linhagem 38. A protease bruta de Bacillus sp. P45,

avaliada quanto ao efeito de inibidores (1 e 5 mmol L), teve sua atividade reduzida por
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EDTA (reducdo de 91 e 97 %), PMSF (reducao de 25 e 32 %) e 1,10-fenantrolina (reducdo de
58 ¢ 61 % (DAROIT et al., 2011).

5.3.6. Atuacao da protease bruta na hidrdlise de diferentes substratos

proteicos

ApoOs a caracterizagao da protease bruta, esta foi empregada como biocatalisador
visando a hidrolise de diferentes substratos proteicos (penas, farinha de penas, cabelos
humanos, proteina isolada de soja, caseina, albumina). Esta abordagem objetivou averiguar
potenciais aplicagdes da protease bruta em bioprocessos. O uso de enzimas proteoliticas em
processos industriais ¢ de grande interesse, em especial devido a facilidade de obten¢do (por
biotecnologia) e por apresentar vantagens em relagdo aos processos quimicos, como maior
especificidade, menor consumo energético, maior velocidade de reacdo e possibilidade de
controle do processo, além de muitas vezes melhorar a qualidade dos produtos (KIRK et al.,
2002; KASANA et al., 2011).

Durante a hidrolise, realizada por até 4 h, os substratos cabelo humano e penas de
frango foram pouco hidrolisados pela protease bruta (Figura 9). Por serem insoluveis,
recalcitrantes e compactos, o ataque as ligacdes peptidicas das queratinas da pena e cabelo foi,
aparentemente, restrito. Considerando a eficiente degradagdao de penas pelo isolado Bacillus
sp. CL18 verificado pelos ensaios de massa seca, proteina solivel e a producao de proteases,
os resultados pouco expressivos da hidrolise de penas pela protease bruta indicam que a
presenca da bactéria ¢ fundamental para a eficiente degradacdo. Assim, reforga-se a
importancia de sistemas sulfitoliticos no processo de biodegradacao (GUPTA et al., 2013a).

Neste sentido, foi possivel notar maior hidrdlise da farinha de penas do que das penas
(Figura 9). O processo de producao da farinha de penas, que envolve a coc¢do sob pressao e
moagem das penas, resulta em um substrato mais acessivel a hidrdlise, tanto pelo aumento da
area superficial para ataque enzimatico quanto pela quebra de pontes dissulfeto, em relacao as
penas inteiras (BRANDELLI et al., 2010). Hidrdlise semelhante foi observada para albumina
(proteina soltvel), indicando certa especificidade da protease bruta na hidrélise de ligagdes
peptidicas (DAROIT et al., 2010). J& albumina apresentou um padrao de hidrolise ndo muito

elevado, pouco superior a farinha de penas.
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Figura 9: Atuagdo da protease bruta na hidrolise dos substratos proteina isolada de
soja (M), caseina ([J), albumina (@), farinha de penas (¢), pena (A), cabelo (A).

Os substratos preferencialmente atacados foram caseina e proteina isolada de soja
(Figura 9), e este resultado indica potencial promissor da protease bruta de Bacillus sp. CL18
na hidrolise destas proteinas que s3o amplamente empregadas na industria de alimentos e
ragdes. Proteases brutas podem ser utilizadas no melhoramento da digestibilidade de ra¢des
animais (BRANDELLI, 2008). Por esta estratégia, as proteases sdo adicionadas as ragdes para
otimizar a digestibilidade dos componentes proteicos, que especialmente sdo derivados da
soja, e em alguns casos também ¢ utilizada a farinha de penas (ONIFADE et al., 1998).

A modificacdo de proteinas alimentares, através de hidrolise enzimatica, vem sendo
utilizada na modulagdo de propriedades fisico-quimicas da caseina e proteina isolada de soja,
como capacidade de formacdo de espuma e capacidade emulsificante (OLIVEIRA et al.,
2015). O resultado da proteina se soja, indica o potencial na aplicagdo da hidrolise de
proteinas de soja, o que as torna mais soluvel para a utilizacdo em bebidas e agrega valor
nutritivo (WISEMAN, 1991). A caseina constitui cerca de 80 % das proteinas que
constituem o leite, e as proteinas do soro respondem pelos outros 20 % (OLALLA et al.,
2009), possuindo a protease do isolado bacteriano Bacillus sp. CL 18 potencial aplicacao na
industria de lacticinios. Proteases microbianas vém sendo avaliadas na coagulagdo de

proteinas do leite (caseinas) para produ¢ao de queijos (RAO ef al., 1998).
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Particularmente, proteases derivadas de bactérias vém sendo investigadas na liberagdo
de peptideos bioativos a partir da hidrélise de proteinas alimentares, sendo descritas
atividades antioxidante, antihipertensiva, antimicrobiana, antidiabética, entre outras. Desta
forma, enzimas proteoliticas sdo relevantes tanto do ponto de vista da ciéncia e tecnologia de
alimentos, quanto em aplicagdes farmacéuticas e obtencdo de produtos nutracéuticos com

potencial efeito positivo sobre a saude humana e animal (PHELAN et al., 2009).
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho apresentou a utilizagdo do isolado bacteriano Bacillus sp. CL18 na
degradacao eficiente de penas de frango, residuos agroindustriais ricos em queratina que sao

de dificil degradacao.

Através deste bioprocesso, foram obtidos insumos com potencial tecnoldgico
(proteases) e, desta forma, a bioconversdao das penas pode representar, concomitantemente,

uma forma de manejo de residuos e uma estratégia de agregacao de valor a estes materiais.

A protease bruta produzida durante cultivos em Caldo Pena foi caracterizada,
indicando sua potencial aplicagdo na hidrélise de proteinas como caseina e proteina isolada de

soja, visando obter produtos tteis.

Os resultados alcangados garantem pesquisas e projetos futuros, tanto de avaliagdo do

processo de biodegradacdo, quanto da aplicagdo das proteases obtidas.
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