AL T

sl 0o
¥ zy N
2

/Q\ . 2

. X £%

iy t -
SloaNS o
a2

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS E ENGENHARIAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS

MARIANA RODRIGUES LUGON DUTRA

PRODUCAO, CARACTERIZACAO E APLICACAO DE ENZIMAS PROTEOLITICAS
POR Bacillus licheniformis CCMA 1674

ALEGRE - ES
JANEIRO- 2023



MARIANA RODRIGUES LUGON DUTRA

PRODUGAO, CARACTERIZAGCAO E APLICAGAO DE ENZIMAS
PROTEOLITICAS POR Bacillus licheniformis CCMA 1674

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias e
Engenharias da Universidade Federal do
Espirito Santo, como parte das exigéncias
para obtencao do titulo de Mestre em Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos.

Orientadora: Prof2. DSc. Raquel Vieira de Carvalho
Coorientadora: Prof2. DSc. Jussara Moreira Coelho

ALEGRE - ES
JANEIRO - 2023



AGRADECIMENTO

Agradeco primeiramente a Deus por ter me sustentado, dado forca, sabedoria
e persisténcia perante as adversidades. Sem sua presen¢ca em minha vida, nada faria
sentido.

A minha mae Marisa Rodrigues Lugon, minha filha Julia Lugon Ferreira, minha
avo Gessi Lugao da Cunha. A vocés todo meu amor, carinho e gratiddo por todo
apoio, suporte, paciéncia e dedicacdo, sem vocés eu jamais chegaria onde estou.

A meu parceiro e companheiro de vida, meu namorado Carlos Marques, pelo
amor, companheirismo, cumplicidade, respeito, amizade e apoio em todos o0s
momentos.

A Universidade Federal do Espirito Santo campus Alegre, bem como a
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Espirito Santo (FAPES) pela
oportunidade de realizacdo do curso de Mestrado e concesséo de bolsa de estudo,
gue foi fundamental para a permanéncia durante todo tempo de pesquisa e estudo.

Agradeco a industria de processamento de pescado Atum do Brasil Captura
IndUstria e Comércio, pela disponibilizacdo dos residuos provenientes do
processamento. Muito Obrigada!

Meu sincero agradecimento a minha orientadora Raquel Vieira de Carvalho,
por todo conhecimento compartilhado, compreensdo e auxilio ao decorrer da
caminhada. Foi uma grande honra ser sua orientada.

Agradeco a professora Jussara Moreira Coelho, minha coorientadora, por toda
o conhecimento e apoio.

Ao professor Sérgio Henriques Saraiva, pela disponibilidade e auxilio. Bem
como os professores do programa de Pés Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos que estiveram presentes em minha caminhada académica compartilhando
suas experiéncias e conhecimentos.

Agradeco a todos os componentes da banca de defesa que aceitaram e se
disponibilizaram a contribuir para o enriquecimento da pesquisa, professores Seérgio
Henriques Saraiva, Erica Cruz e Thamy Livia Ribeiro Corréa.

A minha companheira de trabalho no laboratério em Microbiologia de Alimentos
e amiga, Thalita Oliveira, pelo companheirismo, auxilio, suporte em momentos de

desespero e cansago. Sem vocé todo trabalho se tornaria muito mais dificil.



As minhas amigas Betsy Gois Santos, Carolina de Souza Moreira e Paula
Zambe Azevedo que estdo comigo desde a graduacédo oferecendo amizade,
compreensao, incentivo, suporte emocional e carinho. A vocés toda a minha gratidao
e amor.

E a todos que de alguma forma contribuiram, direta ou indiretamente, para

conquista do meu principal objetivo.



LISTA DE FIGURAS

Artigo 1

Figura 1- Curva de crescimento, pH e atividade de protease em funcdo do tempo de
fermentacao por Bacillus licheniformis CCMALGBTA..........ouueieieiiiiiiiiaiiiieie 29

Figura 2- Efeito do pH na atividade e estabilidade da protease secretada por Bacillus
licheniformis CCMA 1674 crescido em meio de cultivo contendo farinha do residuo do
processamento de pescado a 37 °C durante 72 horasS.........cccceeeeeevveeeeieeeeeeeiiiii e 32

Figura 3- Efeito da temperatura na atividade da protease secretada por Bacillus
licheniformis CCMA 1674 em meio de cultivo contendo farinha do residuo do
processamento de pescado, crescido a 37 °C durante 72 horas..........ccccceeeeviieeeeeenn. 33

Figura 4- Efeito da estabilidade na atividade da protease secretada por Bacillus
licheniformis CCMA 1674 em meio de cultivo contendo farinha do residuo do
processamento de pescado, crescido a 37 °C durante 72 horas..........ccccceeeeveeeeeeeenn. 34

Figura 5- Efeito de ions metélicos e agentes inibidores na atividade da protease....... 35

Figura 6- Estabilidade térmica da protease secretada por Bacillus licheniformis CCMA
1674 na presenca de MgZ* @50°%C.......cciuiiiiiiiee et 37

Figura 7- Estabilidade térmica da protease secretada por Bacillus licheniformis CCMA
1674 na presenca de MgZt @ 70°C.......uciiiee e eeiee et nes 37

Figura 8- Estabilidade térmica da protease secretada por Bacillus licheniformis CCMA
1674 na presenca de Mg2 @ 90°C.......coouiiiiie ettt 38



Artigo 2

Figura 1- Dendograma das cepas de bactérias identificadas durante a fermentacao

[0 (R or= 1 (= oL U] 1)Y= o [o TR TP 46

Figura 2- Curva de crescimento, pH e atividade de protease por Bacillus licheniformis
CCMA1674, em funcéo do tempo de fermentacdo em meio contendo 0,5% da farinha

do residuo de pescado, incubado a 37 °C € 150 rPM..........ccovvvviiiiiriiiiiiiiiiieee e e e eeeen 51

Figura 3: Diagrama de Pareto para a atividade enzimética da protease, crescimento
celular e pH final em funcéo da concentracao 1,05% e pH inicial dos meios apo6s 96 h
de cultivo de B. licheniformiS CCMA-LEBT4........uuuuiiieiiiiiiieeeeeee e 52

Figura 4. Graficos de superficie de resposta para a atividade da protease e para o
crescimento celular (densidade 6tica) por Bacillus licheniformis CCMA 1674, em
funcdo da concentracéo da farinha de residuo de pescado e o pH inicial do meio de

(10 || )Y/ 0 AT 55

Figura 5. Aplicacdo da protease em caseina como substrato em temperatura
AMDIENTE € @ 70 PC.irriiiiiiiiiiie ettt e et e e e e e e e e e e e e e s e a e areaaaaaaeeas 57

Figura 6. Aplicacao da protease em farinha do residuo do processamento de pescado

em temperatura ambiente € @ 70 °C........ooiii i 58



LISTA DE TABELAS

Artigo 1

Tabela 1- Composicao dos Meios de CUILIVO...........ceeeeiiiiiiiiiiiiiiai e 24

Tabela 2- Composicdo centesimal da farinha do residuo do processamento de

[0 L=2S =T [0 J R SRPPPP 28
Artigo 2
Tabela 1- Composicao do Meio de CUMIVO......cccoeeiiiiiiiciiieeeee e 47

Tabela 2- Representacédo do planejamento experimental com os niveis das variaveis
independentes: pH inicial do meio de cultura e concentracao da farinha do residuo do

ProcessSamento 08 PESCAUD. ... ..uu iiiiiiiiiieeeee it e e e e e e e e e e s areee e 49

Tabela 3- Crescimento microbiano, pH final e atividade de protease durante

fermentacao @ 37 °C € 150 IPIM ... .t



SUMARIO

RESUIMIO .. ettt e et e e e e e e e e e Xl
N 0153 1 = o3 SR Xl
(R [ oL o Yo [V o2= (o B PP PP PPPPPPPPPI 1
1.1 Referéncias bibliografiCas......ccccooviiiiiiiiiiii e 3
2 OBJIETIVOS . .. e e e e e 5
/2 T = - Y 5
2.2 ESPECITICOS ..ttt e e e e e aaanaa 5
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA .....coiiiiieiiieieieiee et 6
3.1 Utilizac&o de residuos agroindustriais nos processos fermentativos para a
producao de enzimas MICIrODIANAS.......ccoiviviiiiiiiie e e e e eeaenns 6
3.2 Bacillus produtores de ENZIMAS ........uuuiiiiieeeiiiiiiiie e e e e e e e 7
.3 PrOtEASES ... et 8
3.4 Producao de proteases por MiCrorganiSmMOS .......ceeeeeeeeeeeeeriiiiiieeeeeeeeeennnnannnns 10
3.4.1. Proteases produzidas pelo género Bacillus ...........ccooovviiiiiiiiicciiiciiiinnnn, 11
3.5  ApPliCaCcA0 das ProtEASES ....ccccciiiiiiiiici e 12
3.6 Referéncias BibliografiCas .........cooovvviiiiiii i 15
ATEIGO OFIQINAl ..o e e 22
RESUIMO ... ettt e et et e e et et e e e e enn e e e eenna e eaeees 22
I [0} {0 To 1V Lo To TP 22
2. Material @ MEtOUOS .....cceeiiieiiiice e e e e e et e e e e eeaaee 24
2.1. Microrganismos e meio de ManULENGAO ............uuvuuiviimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaiiiaaens 24
2.2. Preparo e pré tratamento dos residuos provenientes do processamento de
OS] o= Lo Lo P 24
2.3. Composicao centesimal da farinha do residuo do processamento de

OS] o= Lo Lo P 25
2.4, MEIO dE CUITIVIO vt e e e e et e e e e e e eeeenes 25
2.4.1. Prepar0 dO Pré-iNOCUID ........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiib bbb 25
2.5. Determinac&o do crescimento Microbiano .......cccccccceeeiiieeeiiieeiiiicie e, 26

2.6. ENSAIO BNZIMATICO ouenee et 26



2.7. Caracterizag8o parcial da €NZIMa ..........uuuuueuimiiiiiiiiiiiiiii s 27

2.7.1. Efeito do pH na atividade e na estabilidade das enzimas ........................ 27
2.7.2. Efeito da temperatura na atividade e na estabilidade das enzimas......... 27
2.7.3. Efeito dos ions metélicos na atividade das enzimas ..........cccccvvvvvvvnnnnnnnns 28
2.7.4 Efeito de inibidores na atividade da enzima ........cccccooveeeiiiieiiiiiiin e 28
3. ReSUItad0S € DISCUSSAO ..uuuuiiiiiieiiiiiiiiiiiiie e e e e e ettt e e e e e e et e e e e e e e eeeenannes 28
3.1. Composicao centesimal da farinha do residuo do processamento de

[S1SSTox= o [0 H RPN 28
3.2- Crescimento e producao de protease por CCMA 1674.......cccceeveeeeeveeeennnnnnnn. 29
3.3. Caracterizacdo parcial da €NzZiMa.......cccooeeeiiiiiiiiiiiiie e 32
3.3.1.- Efeito do pH na atividade e estabilidade da protease..............cccevvvvvnnnnn. 32
3.3.2. Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da protease................ 34
3.3.3. Efeito dos ions metalicos e inibidores na atividade de protease ........... 35
A, CONCIUSAO oo 38
RETEIENCIAS ..ceviiiiiiiiiiiieee et 39
ARTIGO ORIGINAL 2.ttt e e e e e e s e e e e e e e e e e s s esnnenees 44
RESUIMO ... ettt e et et e e et et e e e e enn e e e eenna e eaeees 44
I |1 4 o T [ o= To TP 44
P2V =T = U= 1 0= o T o 1 46
pZ% B Y [ oa g Y o -1 111 1 11 J SRR 46
2.2. Microrganismo e as condigdes de ManuUteNGa0 ...........uuvvuuueuiviiiiiniieiiiiiiinnns 47
2.3. MEIOS T€ CUITIVO .eueiiiee et e e e e e e e e e e e e e e e eeeeenes 48
2.4. Prepar0 do Preé-iNOCUIO ......eeeiiiceeee e 48
2.5. Medidas do crescimento do microrganismo e atividade da protease....... 48

2.6. Otimizacéao das condi¢cbes da fermentacdo para a producao da protease 49

2.7 Estudo da hidrolise da protease em fontes proteicas .........ccccuvvvvvvevvevennnnnnns 50
3. RESUITATOS € QISCUSSAOD ...eveeeee e et 51
3.1. Meio de cultivo CONTENAO FESTAUOD ..vuieie et eaees 51

3.2. Otimizacao das condi¢cOes da fermentacéo para a producéo de protease 52

3.3 Aplicacao da protease em fontes complexas de proteinas...........cccccevvvennn. 58
B @0 o Lo 11 1= T LS 60
[ =T AT g oT = LRSS 61

5. CONCLUSAO GERAL ... ettt e, 65



Resumo

DUTRA, Mariana Rodrigues Lugon. Producéo, caracterizagdo e aplicacdo de
enzimas proteoliticas por Bacillus licheniformis CCMA 1674. 2022. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Universidade Federal do Espirito

Santo, Alegre - ES. Orientadora: Prof2. DSc. Raquel Vieira de Carvalho.

Proteases sdo enzimas que hidrolisam ligacGes peptidicas de proteinas em peptideos
e aminoacidos. Embora existam varias fontes para obtencdo de enzimas, as fontes
microbianas tém dominado os setores industriais, devido a facil disponibilidade e
rapido crescimento dos microrganismos. O género bacteriano, Bacillus, tem se
destacado no uso laboratorial e na producdo comercial de proteases, pois sdo
capazes de se desenvolver em condi¢cbes extremas de temperatura e pH. Todos os
anos, uma enorme quantidade de residuos € gerada pelas agroindustrias. A
tecnologia enzimatica procura empregar esses residuos agroindustriais baratos e
renovaveis como substrato para a producdo de enzimas por meio de processos de
fermentacdo, visando atender a crescente necessidade mundial. Residuos sélidos
gerados na cadeia produtiva da pesca e da aquicultura correspondem a 20% do
volume produzido, apresentando alto teor de proteina bruta. A utilizacdo desses,
como fonte de carbono, energia e nutrientes, tem garantido boa producédo enzimatica
e reducdo dos custos dos processos industriais, além de ajudar a reduzir os impactos
ambientais causados pelo descarte indevido. Neste contexto, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar o potencial da producéo de protease por Bacillus licheniformis
CCMA 1674, em cultivos contendo farinha do residuo do processamento de pescado.
Ao longo de todo o processo fermentativo, quando o microrganismo foi incubado em
temperatura de 37 °C a 150 rpm, a atividade maxima de protease (779,27 U/mL) foi
encontrada em meio contendo 0,5% de farinha de residuo de pescado, pH 7 durante
72 horas. Os experimentos mostraram que a temperatura étima de acao da enzima
foi de 70 °C, pH 8,5, Mg?* como ion estimulador e EDTA e 1-10 fenantrolina como
inibidores. Quando em condi¢cdes otimizadas durante 96 horas de fermentacéo,
variando a concentracao de farinha do residuo do processamento de pescado e pH
inicial, o ensaio com 1,05% de residuo de pescado e pH inicial de 7,5 obtiveram os
melhores valores na atividade da protease (821,01 U/mL). No estudo para aplicacéo
da protease, utilizando caseina e residuo de pescado como substrato, e testando
duas temperaturas (70 °C e temperatura ambiente) observou-se maior atividade da
enzima quando o residuo de pescado foi utilizado em temperatura ambiente.

Palavras chave: Enzimas, Protease, Residuos agroindustriais, Bacillus.
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Abstract

DUTRA, Mariana Rodrigues Lugon. Production, characterization and application
of proteolytic enzymes by Bacillus licheniformis CCMA 1674. 2022. Dissertation
(Master in Food Science and Technology) - Federal University of Espirito Santo,
Alegre - ES. Advisor: Prof2. DSc. Raquel Vieira de Carvalho

Proteases are enzymes that hydrolyze protein peptide bonds into peptides and amino
acids. Although there are several sources for obtaining enzymes, microbial sources
have dominated the industrial sectors, due to the easy availability and rapid growth of
microorganisms. The bacterial genus, Bacillus, has stood out in laboratory use and in
the commercial production of proteases, as they are capable of developing in extreme
conditions of temperature and pH. Every year, a huge amount of waste is generated
by agroindustries. Enzymatic technology seeks to use these cheap and renewable
agro-industrial residues as a substrate for the production of enzymes through
fermentation processes in order to meet the growing world need. Solid waste
generated in the fishing and aquaculture production chain corresponds to 20% of the
volume produced, with a high crude protein content. The use of these, as a source of
carbon, energy and nutrients, has ensured good enzymatic production and reduced
costs of industrial processes and also helps to reduce the environmental impacts
caused by improper disposal. In this context, the present work aimed to evaluate the
potential of protease production by Bacillus licheniformis CCMA 1674, in cultures
containing flour from fish processing waste. Throughout the entire fermentation
process, when incubated at a temperature of 37 °C at 150 rpm, the maximum protease
activity (779,27 U/mL) was found in a medium containing 0.5% fish residue meal, pH
7, for 72 hours. The experiments showed that the optimum temperature for enzyme
action was 70°C, pH 8.5, Mg2+ as a stimulator ion and EDTA and 1-10 phenanthroline
as inhibitors. When under optimized conditions at 96 hours, varying the concentration
of fish residue meal and initial pH, the test with 1.05% of fish residue and initial pH of
7.5 obtained the best results in the protease activity (821,01 U/mL). In the study for
the application of protease, using casein and fish residue as substrate, and testing two
temperatures (70°C and room temperature), greater activity of the enzyme was
observed when the fish residue was used at room temperature.

Keywords: Enzymes, Protease, Agro-industrial residues, Bacillus.
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1 Introducéo

Proteases sdo enzimas de natureza ubiqua que catalisam reac¢des hidroliticas
resultando na quebra de moléculas de proteina em peptideos e amino4cidos (DUBEY
et al., 2019).

As proteases tém sido produzidas a partir de fontes vegetais, animais e
microbianas. As proteases microbianas geralmente mostram alta atividade catalitica
e capacidade de producdo, sendo reconhecidas como uma das maiores e mais
importantes enzimas hidroliticas, constituindo cerca de 70% de toda a producédo
industrial. Desempenham um papel fundamental nos processos industriais,
especialmente na industria de couro, alimentos, detergentes e industrias quimicas,
bem como na recuperacao de prata e gestdo de residuos (BANERJEE & RAY, 2017;
ADETUNJI & OLUFOLAHAN OLANIRAN, 2018). O género Bacillus tem estado em
avanco na producao laboratorial e comercial de proteases, incluindo-se espécies
como B. licheniformis, B. cereus, B. subtilis, B. safensis, entre outros. Os
microrganismos desse género sdo capazes de se desenvolver em condi¢cdes
extremas de temperatura e pH, o que permite a producao de enzimas em uma ampla
faixa de pH e temperatura. A maior parte das bactérias pertencentes ao género
Bacillus apresenta uma variedade de sistemas de enzimas hidroliticas e sdo capazes
de utilizar substancias orgéanicas tipicas de residuos (BAWEJA et al., 2017) para
sintetiza-las. Bacillus licheniformis tem a capacidade de crescer usando diversas
fontes de nutrientes, bem como produzir e excretar varias enzimas hidroliticas e
produzem principalmente, proteases alcalinas e neutras (PARRADO et al., 2014).

A utilizacéo de residuos agroindustriais, ricos em nutrientes, ndo sé promove 0
crescimento de microrganismos, mas também contribui para a preservacao do meio
ambiente, podendo ser uma das melhores opg¢bes para aproveitar os milhdes de
toneladas de biomassas geradas pelo setor agricola a cada ano, resultando na
valorizacéo desses residuos (BHARATHIRAJA, 2017). O pescado é representado por
todos os peixes, crustaceos (camardes), moluscos (ostras e mexilhdes), anfibios
(rés), répteis (jacaré e tartarugas), equinodermos (ouricos e pepinos-do-mar) e outros
animais aquaticos usados na alimentacdo humana. Estima-se que a produc¢éo global

de peixes tenha chegado a cerca de 214 milhdes de toneladas em 2020. Do montante



registrado, 87% foram destinadas ao consumo humano, enquanto que 0s 17%
restantes foram para usos nao alimentares (FAO, 2020).

A industria de peixes estd em crescimento, com mais de 196 milhdes de
toneladas de pescado previstas para serem processadas em 2025 (PEDRO &
NUNES, 2019). Essas industrias geram grandes quantidades de subprodutos, como
cabecas, pele, guarni¢des, barbatanas, visceras, armacgdes e as vezes musculos, que
sdo atualmente desperdicados, subutilizados ou usados para produzir produtos de
valor agregado, como farinha de peixe e silagem de peixe. O teor de proteina bruta
dos subprodutos de pescado varia de 8 a 35% (GAO et al., 2021).

Esses subprodutos podem chegar a 50% do peixe inteiro, mas podem variar
de 10 a 90%, dependendo da espécie de peixe e do uso pretendido (FEREIDOON et
al., 2019; GAO et al., 2020). Potencialmente, os subprodutos do pescado podem ser
utilizados como fontes de aminoécidos essenciais, colageno, gelatina, lipidios poli-
insaturados e enzimas (BROOKS MS, 2013).

Diante da relevancia do tema, no presente estudo, o residuo do processamento
de pescado foi aplicado ao meio de cultivo para avaliar as condi¢des 6timas para a

producédo de protease por Bacillus licheniformis CCMA 1674.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar e avaliar a producdo de proteases pelo microrganismo Bacillus
licheniformis CCMA 1674 em meio de cultivo submerso contendo residuo do

processamento de pescado.

2.2 Especificos

a) Avaliar o crescimento do microrganismo Bacillus licheniformis CCMA 1674
em meios contendo residuos do processamento do pescado.

b) Avaliar a producédo de proteases pelo microrganismo em meio submerso
contendo residuos do processamento do pescado.

c) Avaliar a atividade 6tima e estabilidade da protease produzida em relacéo a
temperatura, pH e ions metélicos.

d) Otimizar as condi¢cdes de producdo do complexo enzimético por Bacillus
licheniformis CCMA 1674 quanto ao efeito da concentracéo da farinha de residuo de
pescado e do pH inicial do meio cultura.

e) Estudar a aplicacdo da protease em fontes complexas de proteinas



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Utilizacao de residuos agroindustriais nos processos fermentativos para a
producado de enzimas microbianas

A biomassa agroindustrial tem sido reconhecida como uma excelente matéria
prima para a produc¢ao de varias enzimas industrialmente importantes (JAIN et al.,
2021). A utilizagao dessa biomassa agroindustrial rica em nutrientes, visando a
producao de enzimas, também contribui para a preservagao do meio ambiente, sendo
uma das melhores opgbes para o aproveitamento de milhdes de toneladas de
biomassa geradas pelo setor agricola a cada ano (BHARATHIRAJA et al., 2017).

De acordo com dados reportados, com o aumento da industrializagao do setor
agricola, ha um aumento de residuos que representa um desafio para o meio
ambiente (TRIPATHI et al., 2019), com produg&o anual de biomassa da agricultura
cerca de 5 milhdes de toneladas métricas. Todas as situagdes prevalecentes fizeram
com que pesquisadores analisassem as opgdes para converter esses residuos
agricolas em materiais com possibilidades de aplicacdo na producdo de
biocombustiveis, por exemplo, assim como para sua utilizacdo como matéria prima
para produgdo de varias enzimas, reduzindo a carga poluidora gerada por eles
(RAINA et al., 2022).

Segundo a FAO 2020, estima-se que a producdo global de peixes tenha
chegado a cerca de 214 milhdes de toneladas, equivalente a US$ 401 bilhdes. (FAO,
2020). Os residuos de pescados sao constituidos de proteina (15-30%), gordura (O-
25%) e agua (50-80%) (GHALY et al., 2013). Esses subprodutos incluem carcaca
(15-20%), pele e barbatanas (1-3%), ossos (9-15%), cabecas (9-12%), visceras
(12-18%) e escamas (5%) (MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2015). Os musculos e
tecidos de peixes sdo compostos por proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas
(HAYES & FLOWER, 2013).

A quantidade de residuos gerados pela industria de pescados vem
aumentando atualmente devido ao aumento no consumo desses produtos,
impulsionado por uma nova percepcéao do valor nutricional do pescado, e a mudanca
das tendéncias de consumo em relacdo a produtos industrializados. Além disso, 0s

padrdes de qualidade e higiene mais rigorosos, impostos nos ultimos anos as



industrias, causaram um aumento significativo nas quantidades de residuos e aguas
residuais geradas durante o processamento (FRAGA-CORRAL et al., 2022).

Aincorporacgao de residuos agroindustriais na economia pode ajudar a ampliar
a criagcao de bioprodutos sustentaveis e bioenergia. O objetivo mais importante é
maximizar os lucros financeiros e, ao mesmo tempo, proteger o meio ambiente
(DANESHVAR et al., 2021).

3.2 Bacillus produtores de enzimas

Um crescente interesse mundial em enzimas microbianas € atribuido a sua
atividade catalitica, estabilidade, bem como facilidade de producéo e otimizacdo em
comparacdo com as enzimas de animais e plantas. De acordo com os dados
relatados, atualmente, os fungos respondem por 60% da sintese enzimatica
comercial, bactérias respondendo por 24%, leveduras por 4%, Streptomyces por 2%,
animais superiores por 6% e plantas por 4% (AL- MAQTARI et al., 2019). As
microalgas também tém despertado grande interesse hoje em dia, devido ao seu
vasto potencial para uso nas industrias de energia verde, nutracéutica e
biofarmacéutica e sdo muito procuradas como matéria prima energética para a
fabricacdo de biodiesel, bioetanol e gas biohidrogénio (CHAI et al., 2021; YAP et al.,
2021; LOW et al., 2021).

A producéo de enzimas microbianas por fermentacdo é considerada uma das
opcbes mais relevantes e envolve varios estagios. Foi nas décadas de 1980 e 1990
gue a industria de enzimas expandiu apds a descoberta da producdo de enzimas
microbianas (WANG et al., 2007).

O género Bacillus é conhecido como um dos maiores da microbiologia. Sdo
bactérias gram-positivas em forma de bastonetes, formadoras de esporos, aerdbias
ou anaerdbias facultativas e a maioria catalase positiva (SNEAT et al., 1986). Dentro
do género Bacillus, a espécie Bacillus subtilis é reconhecido por englobar cinco
espécies fisiologicamente similares (GORDON et al., 1973): B. amyloliquefaciens, B.
atrophaeus, B. licheniformis, B. pumilus e B. subtilis.

Os microrganismos desse género sao capazes de se desenvolver em
condi¢cBes extremas de temperatura e pH, o que permite a producéo de enzimas com

atuacdo em uma ampla faixa de pH e temperatura (RAINA et al., 2022). A maior parte



das bactérias pertencentes ao género Bacillus apresentam uma variedade de
sistemas de enzimas hidroliticas (WANG et al., 2007).

As cepas de Bacillus sao conhecidas por sua alta capacidade de produgao e
excregcao de proteinas. Além disso, diferentes espécies tém alto desempenho de
crescimento, manipulagdo genética estabelecida e suportam fermentagdo em larga
escala, o que as tornam excelentes para aplicagdo industrial (SAMANTA, 2020).
Varias espécies, como B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis e Geobacillus
stearothermophilus (anteriormente chamado de Bacillus stearothermophilus), foram
relatadas, na literatura, por serem bons produtores de enzimas hidroliticas em
fermentacdes do tipo submersa em escala industrial (RAMESH et al., 2020).

A producdo de enzimas por microrganismos € geralmente afetada por
condicbes de pH, temperatura, agitacdo, meio de cultura, durante as fases de
crescimento microbiano. As condi¢cdes Otimas e ideais do meio de cultivo é um
aspecto crucial para a producdo de enzimas na pratica comercial (DERMIKI, &
FITZGERALD, 2020).

Os microrganismos do género Bacillus produzem uma variedade de enzimas
extracelulares importantes, podendo-se citar as amilases, proteases, celulases,
poligalacturonases dentre outras.

3.3 Proteases

As enzimas proteoliticas, também conhecidas como peptidases ou proteases,
sdo catalisadores de proteinas e as principais responsaveis pela hidrélise de uma
ligacdo peptidica (amida) em substratos peptidicos e proteicos. O histérico sobre as
proteases serem as principais responsaveis por proteinas ndo seletivas de
degradacéo, mudou drasticamente ao longo dos anos, e agora elas séo consideradas
importantes moléculas sinalizadoras (RAWLINGS et al., 2018).

De acordo com a Enzyme Commission (EC), as proteases pertencem ao grupo
3 das hidrolases e subgrupo 4, hidrélise de ligacbes peptidicas, mas pode ainda ser
classificadas de acordo com a fonte de isolamento (animal, vegetal ou microbiano),
acdo catalitica (endo ou exopeptidase), sitio ativo, carga, tamanho molecular e
especificidade do substrato (SUMANTHA et al., 2006).



Os sitios ativos dividem as proteases em dois grupos exopeptidase e
endopeptidases. Uma exopeptidase é qualquer protease capaz de clivar ligages
peptidicas terminais distintas, as ligacdes adjacentes aos terminais amino ou
carboxila. Esta clivagem resulta na liberacdo de dipeptideo ou um Unico aminoacido
da cadeia proteina-peptideo (NAVEED et al., 2021). Com base no local de clivagem,
seja no terminal C ou no terminal N, essas peptidases sao de dois tipos. Se o local de
acao € o terminal C, a peptidase é chamada de carboxipeptidase, caso a peptidase
tenha o terminal N como local de acéo, é considerada como aminopeptidase (SANI
et al.,, 2017; SAWANT & NAGENDRAN, 2014). Ao contrario da exopeptidase,
endopeptidase divide as ligacbes peptidicas dentro da molécula de proteina, ou seja,
as ligacdes de aminoacidos que sédo nao terminais, em um local distante do substrato
(KUMAR, 2020). Endopeptidases sdo classificados em varios tipos com base na
influéncia da presenca de um grupo funcional especifico no sitio ativo, podendo-se
citar a serina protease, protease aspartica, protease de cisteina e metaloprotease
(SANI et al., 2017).

Assim proteases podem ser divididas em seis grupos: serina proteases, que
possuem um residuo nucleofilico de serina no centro catalitico; cisteina proteases
com uma cisteina ativa; treonina proteases com uma treonina; metaloproteases, que
requerem a presenca de um metal cation no sitio ativo; aspartil proteases, onde a
catélise é realizada por acido aspartico e proteases de tipo de catélise desconhecido.
Interessantemente, proteases de serina, cisteina e treonina exibem um tipo covalente
de hidrélise de substrato, que envolve a formacdo de uma ligacdo covalente,
denominada intermediario tetraédrico, entre o grupo nucleofilico no sitio ativo (-OH ou
—SH) e o substrato envolvido na reacdo (RAWLINGS et al., 2018).

Podem também ser classificadas de acordo com o intervalo de pH no qual tem
atividade mais elevada. Sdo denominadas de proteases acidas as com maior
atividade entre pH 2-6, proteases neutras entre pH 6-8 e proteases alcalinas
apresentam alta atividade entre pH 8-13 (RAO et al., 1998; SOUZA et al, 2015). Além
das proteases acidas, alcalinas e neutras, varias outras proteases especificas como
carboxipeptidases, aminopeptidases e metaloproteases estdo disponiveis e
comumente utilizadas (GURUMALLESH et al., 2019).

A estrutura do sitio ativo da protease define sua ligagdo ao substrato e determina
como o substrato se ajustara a enzima e, consequentemente, € o responsavel por

definir a especificidade do substrato pela protease (TURK, 2006). Essa especificidade
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€ 0 que determina a posi¢cdo onde a enzima sera capaz de hidrolisar e é importante
na escolha da protease de acordo com a proteina que sera hidrolisada, modulando o

grau de hidrdlise, bem como o perfil de aminoacidos liberados (TAVANO, 2013).

3.4 Producao de proteases por microrganismos

As enzimas proteoliticas podem ser obtidas de fontes animais, vegetais ou
microbianas (ARSHAD et al., 2019).

Em 1960, tecidos vegetais ou exsudatos e 6rgdos animais eram as principais
fontes de extracdo de enzimas. Apds 20 anos, todo o cendrio mudou e a maioria das
enzimas industriais passou a ser produzida a partir de fontes microbianas
(VITTALADEVARAM, 2017). Quando comparados a plantas e animais, 0s
microrganismos representam uma atrativa fonte de proteases, pois podem ser
cultivados em grandes quantidades em um tempo relativamente curto por métodos
de fermentacéo estabelecidos, e produzem um suprimento regular e abundante da
guantidade desejada de produtos. Além disso, as proteases microbianas tém maior
uma vida util, podendo ser armazenadas em condicfes abaixo do ideal por semanas
sem perda significativa de atividade (BORAD et al., 2017).

A primeira etapa na producdo de proteases € a etapa de isolamento
microbiano. Os produtos da fermentacgéo sao quantificados a determinar os melhores
microrganismos produtores, que devem ser capazes de produzir a enzima em um
rendimento desejavel. Os microrganismos usados na producdo de proteases sao
geralmente isolados em locais com condi¢Bes adversas que refletem o tipo e as
caracteristicas da enzima que sera produzida (DOS SANTOS AGUILAR & SATO,
2018).

O tipo de fermentacdo, submersa (SmF) ou sdlida (SSF), tem influéncia no
crescimento microbiano e também na producdo de enzimas (BIESEBEKE et al.,
2002). A principal diferenca entre eles € a quantidade de agua. No SmF os
microrganismos crescem em meio liquido com alta disponibilidade de agua livre, ja a
SSF é realizada na auséncia ou quase auséncia de agua, onde 0s microrganismos
crescem em substratos sélidos e Umidos que agem como fontes de nutrientes
(SOCCOL et al., 2017).
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A fermentacdo submersa é geralmente utilizada nos processos industriais para
producdo de enzimas. Este processo envolve o crescimento de microrganismos
cuidadosamente selecionados em recipientes fechados contendo meio de
fermentac&o rico em nutrientes e uma alta concentracéo de oxigénio. A medida que
0s microrganismos decompdem os nutrientes, eles liberam as enzimas desejadas na
solugdo. A maioria das enzimas industriais é secretada por microrganismos no meio
de fermentacao, a fim de quebrar as fontes de carbono e nitrogénio. Parametros como
temperatura, pH, consumo de oxigénio e formacdo de di6xido de carbono sé&o
medidos e controlados para otimizar o processo de fermentacdo. Como a maioria das
enzimas industriais sdo extracelulares, permanecem no caldo fermentado apés a
remocao da biomassa (RENGE et al., 2012).

A fermentacdo em liquido envolve uma série de etapas que sao caracterizadas
em processos upstream, midstream e downstream (MITCHELL et al., 2000; ASHOK
et al., 2017). O processo upstream envolve a preparacao de substratos e meios de
crescimento e o isolamento de microrganismos usados para a fermentacao, seguido
pelo processo midstream durante o qual o substrato € inoculado e fermentado, e
entdo o processo downstream onde os produtos finais obtidos sdo processados para
embalagem (LIN et al., 2020; SELO et al., 2021; WARD et al., 2020; al., 2022).

Segundo Téllez-Luis, Ramirez e Vazquez (2004), o meio de cultura representa
30% do custo de um processo de fermentacdo e sua composicao reflete no
crescimento microbiano e na producdo de metabdlitos, portanto, desempenha um
papel significativo na producdo de enzimas. Outros fatores como temperatura, pH e
tempo de incubacao também influenciam o metabolismo microbiano (ABIDI, LIMAM,
& NEJIB, 2008).

Cada microrganismo tem suas proprias condi¢cdes para producdo maxima de
enzimas, sendo necessario 0 estudo para conhecimento das condi¢cdes Otimas para

0 aumento da atividade de protease.

3.4.1. Proteases produzidas pelo género Bacillus

Dentre as bactérias, destacam-se as bactérias laticas (BAL), reconhecidas
entre 0s microrganismos como as mais valiosas para obtencdo de peptideos
bioativos, devido a sua alta adaptabilidade a diferentes ambientes. S&o consideradas

seguras, uma vez que essas bactérias sdo conhecidas como “bactérias amigaveis”
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pois varias cepas sdo identificadas como “geralmente reconhecidas como seguras”
(GRAS - Generally Recognized as Safe), e também, pelo eficiente sistema
proteolitico que as caracteriza (LAFARGA & HAYES, 2017; MELINI et al., 2019).

Com o recente desenvolvimento da biotecnologia, ha um crescente interesse
e demanda por enzimas com propriedades especificas. Portanto, a demanda por
proteases altamente ativas industrialmente com especificidade apropriada e
estabilidade de temperatura, pH e ions metalicos fazem com que continue a aumentar
a busca por novas fontes da enzima (VIJAYARAGHAVAN & VINCENT, 2012)

Microrganismos alcalifilicos sdo extremamente dependentes do pH extracelular
para seu crescimento celular e producdo de enzimas. Esses microrganismos crescem
de forma ideal sob condi¢cdes de pH acima de pH 9. Geralmente, o pH citoplasmatico
desses microrganismos pode ser estimado a partir do pH 6timo de enzimas
intracelulares ou medindo a distribuicéo interna e externa de bases fracas que nao
sdo ativamente transportadas pelas células. Cada enzima tem uma faixa de pH ideal
na qual exibe atividade maxima (SHARMA et al., 2019).

A temperatura € outro parametro importante que precisa ser controlada para o
maximo crescimento celular e producdo de enzimas protease. A protease mostra
atividade 6tima em temperaturas variando de 40 a 70 °C (BARZKAR, 2020).

A presenca de ions metdlicos influencia a atividade da protease. Para atividade
maxima, essas enzimas requerem um ion divalente, como Mn2+, Ca2+ e Mg2+, ou
uma combinacdo de ions divalentes. Indiscutivelmente, esses cétions protegem a
enzima contra a desnaturacdo térmica e desempenham um papel importante na
manutencdo da conformacdo ativa da enzima em temperaturas muito altas
(ANNAMALAI et al., 2014).

3.5 Aplicacao das proteases

As proteases alcancaram interesse biotecnoldgico devido a varias aplicacdes
industriais como nas industrias farmacéutica, alimenticia, de papel, couro e téxtil, bem
como na sintese de peptideos (RAZZAQ et al., 2019). E um dos 3 maiores grupos de
enzimas usadas industrialmente. O grupo das proteases, constituem o0 mais
importante grupo de enzimas industriais, representando pelo menos 60% de todas as

vendas de enzimas industriais de todo mundo. S&ao consideradas ferramentas chave
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em biotecnologia e areas afins devido a sua natureza catalitica (FRAATZ et al., 2014;
JEMLI et al., 2016).

O tipo de aplicacdo da enzima basicamente define o processo de producéo.
Por exemplo, as enzimas usadas em tecidos, racfes animais e alimentos sao
produzidas amplamente sem exigéncia de elevado nivel de pureza, enquanto as
enzimas a serem utilizadas em medicamentos e produtos de saude normalmente
requerem tal nivel (VACHHER et al., 2021). A enzima recém-produzida deve ser
isolada, purificada e caracterizada para detectar suas propriedades para aplicacdes
industriais. Esta etapa aumenta sua atividade especifica para ser mais compativel
com sua aplicacdo (ADINARAYANA et al., 2003).

Apesar do alto custo da utilizacdo de enzimas, suas vantagens em diversos
campos sao tdo Obvias que uma variada gama de industrias as utiliza em seus
processos, movimentando um mercado de aproximadamente U$ 2,3 bilhes.

As proteases alcalinas sdo amplamente utilizadas em varias industrias, como
detergentes, couro, amaciamento de carnes, e tratamento de aguas residuais. Essas
proteases alcalinas produzidas a partir de fontes microbianas foram relatadas como
altamente estavel, eficaz e conveniente na produgdo em larga escala (ABDULLAH
AL-DHABI et al., 2020).

Nos ultimos anos, as proteases deixaram de ser aditivos para se tornarem
um dos componentes padrdo de todos os tipos de detergentes (DOS SANTOS
AGUILAR & SATO, 2018). Essas enzimas tém sido aplicadas para melhorar a
capacidade de limpeza dos detergentes por cerca de 6 décadas e agora sao
constituintes bem aceitos em detergentes domésticos em p6 e liquidos e removedores
de manchas. As proteases sdo usadas na forma de pé na composicdo do detergente,
sendo preparado como granulos caracteristicos contendo cera que estdo presentes
nos detergentes enzimaticos e protegem o usuario da inalacdo indesejavel de poeiras
de protease (WARD, 2011). Um dos requisitos para o uso de proteases na formulacao
de detergentes € sua alta atividade e estabilidade em altos valores de pH e
temperatura, além de ser resistente e compativel com agentes quelantes e oxidantes
presentes na formulagdo. Na moderna industria de detergentes, onde os surfactantes
podem ser aplicados como aditivos, as proteases alcalinas que séo estaveis em pH
alcalino e tém propriedades termoestaveis sdo preferidas (HMIDET et al., 2009).

Portanto, a presenca de pH alcalino, alta especificidade de substrato,
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termoestabilidade e compatibilidade com solventes organicos, enfatiza a demanda
industrial dessa enzima (YILDIRIM et al., 2017).

A utilizacdo de proteases na industria de alimentos ja € bem conhecida, e tém
sido utilizadas para diversos fins, como producdo de lacteos, panificados, na
clarificacdo de goma xantana, entre outros (DOS SANTOS AGUILAR & SATO, 2018).

As proteases séo principalmente aplicadas na producéo de laticinios, possuem
propriedades coagulantes de leite e a maioria delas sao pertences a classe das
aspartico proteases. As enzimas coagulantes do leite podem ser divididas em coalhos
animais, coagulantes de leite microbianos e quimosina geneticamente modificada.
Coalho de bezerro € uma enzima de coagulacao do leite obtida a partir de estdmagos
de bezerros sendo o principal componente do coalho de bezerro a quimosina
(FERNANDEZ-SALGUERO et al., 2003). Nos Ultimos anos, com a expansdo da
producdo global de queijo, tornou-se progressivamente mais dificil fornecer
estdbmagos de bezerros adequados, dos quais o coalho pode ser obtido (AMIRA et
al., 2017). Para superar esse problema, a quimosina recombinante (de
microrganismos geneticamente modificados) foi introduzida e obteve a aprovacao do
FDA para aplicacbes na fabricacdo de queijos em 1989 (FERNANDEZ-SALGUERO
et al., 2003). No entanto, diferentes fatores, como por exemplo, coalho de bezerro de
alto custo, questdes religiosas, dieta (vegetarianismo ou consumidores que séo contra
produtos geneticamente modificados) e proibicdo de quimosina recombinante em
alguns paises, bem como demanda para a producdo de queijos com sabor e textura
Novos e especiais, motivaram os pesquisadores a encontrar novos coagulantes de
leite (ABD EL-SALAM et al., 2017). A quimosina foi gradualmente substituida por
algumas proteases microbianas produzidas por microrganismos GRAS, como Mucor
miehei, Bacillus subtilis e Endothia parasitica (RAO et al., 1998).

Na industria de panificacdo, proteases sao usadas na degradacao de proteinas
para a fabricacdo de bolachas assadas e biscoitos (ADRIO & DEMAIN, 2014). Na
industria cervejeira, sdo utilizadas para a extracao de proteinas de cevada, bem como
de malte e também usadas para obter o numero preferido de nutrientes, como
nitrogénio (PANDEY, 1999).

Proteases alcalinas tém a capacidade de tornar o couro mais elastico e ajudam
a degradar a queratina, possuindo uma grande eficacia no biotratamento do couro.

Apesar das fortes condi¢des alcalinas, este processo € mais seguro e agradavel ao
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meio ambiente do que os métodos tradicionais de tratamento com sulfeto de sédio
(MALATHI & CHAKRABORTY, 1991).

Atualmente, varias enzimas microbianas tém usos medicinais proeminentes
como remocdo de pele morta, tratamento de distdrbios digestivos, doencas
infecciosas, cancer, por enzimas fibrinoliticas, enzimas desintoxicantes, entre outras
(IANIRO et al., 2016; TAIPA et al.,, 2019; DHANKHAR et al., 2020). Além de sua
utilidade no tratamento de condicbes que ameacam a vida, essas enzimas Sao
usadas no diagnostico de doencas (VIMAL & KUMAR, 2019).

A protease de microrganismos pode ser utilizada na bioconverséo de residuos
em biomassa util, desempenhando assim um papel consideravel na gestdao de
residuos. Os residuos proteindceos séo solubilizados pela protease, que diminui a
demanda biologica de oxigénio dos sistemas aquaticos. Atualmente é comum 0 uso
de proteases para gerenciamento de residuos de diferentes atividades domésticas e
industrias de processamento de alimentos (SHARMA et al., 2019).

As proteases sdo enzimas extremamente versateis. Conhecer suas
caracteristicas para aplicacdes industriais tem se tornado de grande relevancia na
pesquisa. As proteases tém aplicacbes em alimentos, detergentes, tratamento
qguimico, farmacéutico, de couro e de aguas residuais industrias. O uso dessas
enzimas gerou oportunidades para o desenvolvimento de produtos modernos e

sustentaveis.
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Producao, caracterizacéo e aplicacdo de enzimas proteoliticas por Bacillus licheniformis
CCMA 1674

Artigo Original ?

Resumo

As proteases sdo enzimas que representam uma das maiores e mais importantes classes
de enzimas hidroliticas, constituindo grande porcentagem de todo o mercado de enzimas
industriais. Essas enzimas de origem microbiana apresentam-se como a melhor fonte no que
diz respeito as suas diversas propriedades bioquimicas. O uso dos processos biotecnolégicos
permite a producdo de um grande numero de metabolitos de interesse industrial, as quais podem
ser obtidas a partir de microrganismos cultivados em meios contendo residuos agroindustriais.
A utilizacdo destes residuos, como fonte de carbono, energia e nutrientes para a obtencao da
protease, tem garantido boa producédo enzimatica e reducédo dos custos do processo. O presente
trabalho teve por objetivo avaliar o crescimento e a producdo de proteases por Bacillus
licheniformis CCMA 1674 em meio de cultivo contendo farinha do residuo do processamento
de pescado. A enzima produzida foi caracterizada em relacdo ao pH, temperatura, ions
metalicos e inibidores. O crescimento de Bacillus licheniformis CCMA 1674 foi observado
durante 120 horas, onde foi determinado o crescimento do microrganismo por densidade 6tica
(D.O.) a600 nm e pH e a atividade de protease. A maior produgdo de enzimas foi observada,
em 72 horas de fermentacao (779,27 U/mL), com um valor de D.O. de 2,38 e pH de 7,9. O
efeito do pH, temperatura, ions metalicos e inibidores foi avaliado, encontrando os valores de
pH 6timo de 8,5 (1110,74 U/mL), temperatura 6tima 70 °C (943,09 U/mL) e o Mg?* como ion
estimulador (122% de atividade relativa) e EDTA e 1-10 fenantrolina como inibidores.

Palavras chave: Protease, Bacillus, residuo de pescado

1. Introducéo

As proteases sdo uma classe significativa de enzimas com inimeros usos industriais em
diferentes setores. A principal fungdo da enzima protease € hidrolisar e catalisar a ligacéo

peptidica presente nas proteinas (Métyan et al., 2013).

1 Artigo formatado conforme normas da revista Biocatalysis and Agricultural Biotechnology
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O grupo das proteases, constituem 0 mais importante de enzimas industriais,
representando pelo menos 60% de todas as vendas de enzimas industriais de todo mundo,
considerado ferramentas chave em biotecnologia e areas afins devido a sua natureza catalitica
(Jemli et al., 2016).

Podem ser obtidas de uma variedade de fontes, incluindo microrganismos, animais e
plantas. As proteases microbianas possuem caracteristicas interessantes no sentido de baixo
custo de producdo, boa estabilidade e especificidade. Desempenham um papel fundamental na
indUstria especialmente em couro, alimentos, detergentes e inddstrias quimicas, bem como no
tratamento de residuos (Banerjee e Ray, 2017; Adetunji e Olaniran, 2018a).

As proteases microbianas ndo s6 desempenham um papel significativo nos processos
metabdlicos dos organismos, mas também tém atraido atencdo notdvel em aplicacdes
industriais, devido a sua forte especificidade, condi¢Ges de reacdo suaves, respeito ao meio
ambiente e facil inativacdo ou controle em comparacdo a catalisadores quimicos (Bioeng,
2011).

Os microrganismos do género Bacillus sdo organismos industriais atraentes, devido as
suas altas taxas de crescimento levando a um curto ciclo de fermentacdo, capacidade de secretar
proteinas no meio extracelular e seu status GRAS (Generally Recognized as Safe ou ainda
Geralmente Considerado Seguro) (Alcaraz et al., 2010). A maior parte das bactérias
pertencentes ao género Bacillus apresentam uma variedade de sistemas de enzimas hidroliticas
(Wang et al., 2007).

As industrias agroindustriais que operam em todo o mundo geram grandes quantidades
de residuos e subprodutos agroindustriais como farelo, bagaco de cana, tortas de 6leo, cascas
(Musa et al., 2018; Sadh et al.,2018), residuos de crustaceos/peixes (Hepziba Suganthi e
Ramani, 2016). Esses residuos se apresentam como uma rica fonte de proteinas, carboidratos,
lipidios, carbono, nitrogénio e outros minerais essenciais, podendo atuar entdo como suporte
para o crescimento de microrganismo, e por esse motivo tém sido explorados para produgéo de
produtos de valor agregado, como as enzimas (Sangwan et al., 2016; Salgaonkar e Braganca,
2015).

Segundo a FAO 2020, estima-se que a producado global de peixes tenha chegado a cerca
de 179 milhGes de toneladas, equivalente a US$ 401 bilhdes. Do montante registrado, 157,4
milhdes de toneladas foram destinadas ao consumo humano, enquanto cerca de 20 milhdes de
toneladas restantes representaram os residuos solidos gerados. Assim, a geracao de residuos é
um desafio para o setor pesqueiro, visto que muitas vezes sdo descartados em lixdes, cérregos,

rios e mares. Os residuos de peixe sdo constituidos de proteina (15-30%), gordura (0-25%) e
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agua (50-80%) (GHALY et al., 2013). Esses subprodutos incluem carcaca (15-20%), pele e
barbatanas (1-3%), 0ssos (9-15%), cabecas (9-12%), visceras (12-18%) e escamas (5%)
(MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2015).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi a producdo de proteases pela bactéria
Bacillus licheniformis CCMA1674 em cultivos submersos, utilizando residuos da inddstria de

pescado como substrato e caracterizar a enzima produzida.

2. Material e Métodos

2.1.  Microrganismos e meio de manutencéo

Para o desenvolvimento deste estudo, foi utilizada uma cultura bacteriana de Bacillus
licheniformis CCMA 1674, isolada por Pereira (2018) durante a secagem via natural de frutos
de café Conilon do sul do Estado do Espirito Santo e identificada no Laboratdrio de Fisiologia
e Genética de Microrganismos do Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG. A cultura encontra-se armazenada no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do CCAE/UFES, Alegre, ES.

Todos os experimentos foram realizados no laboratério de Microbiologia de Alimentos
do CCAE/UFES, Alegre, ES.

O microrganismo foi mantido em placas de Petri em meio TSY, composto por (g.L™ de
agua destilada): triptona — 20; NaCl — 10; extrato de levedura — 10; agar — 20; sob refrigeracéo
de 4 °C.

2.2. Preparo e pré tratamento dos residuos provenientes do processamento de pescado

Os residuos provenientes do processamento de pescado (carcacas, pele e cabeca) foram
obtidos em empresa de processamento de pescado situada no municipio do litoral sul do
Espirito Santo. Os residuos foram esterilizados em autoclave, secos e triturados por um
multiprocessador até a obtencdo de uma farinha com granulometria de 0,42 mm, que foi
utilizada no experimento. Apds o processo de moagem, a farinha foi acondicionada em sacos
assépticos com 500 g de amostra e devidamente identificadas e guardadas em freezer a — 20

°C, de acordo com a metodologia descrita por Aradjo et al., (2012).
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2.3. Composicao centesimal da farinha do residuo do processamento de pescado

As determinacbes de umidade e substancias volateis, proteinas, lipideos e residuo
mineral fixo foram realizadas em triplicata segundo os Métodos Fisico-Quimicos IAL (Instituto
Adolfo Lutz) (2008).

Para a determinacdo da umidade, as amostras foram secas em estufa com ventilacdo
forcada a 105 °C até peso constante. O teor de proteina foi determinado pelo método de
Kjeldahl, empregando-se o fator 6,25 para a conversdo de nitrogénio em proteina. A
determinacédo de lipideo foi obtida pela extracdo com éter de petroleo em aparelho especial
para determinacdo de gordura e a matéria mineral foi obtida por incineragdo completa dos

compostos organicos em Mufla a 550 °C, restando 0s compostos inorganicos.

2.4. Meio de cultivo

Com base em testes preliminares, os seguintes meios de cultura foram preparados:

Tabela 1
Composicdo dos meios cultivos.
Composicado (g.L 1) Meio 1 Meio 2 Meio 3
KCI 0,30 0,30 0,30
K2HPO4 0,87 0,87 0,87
CaCl; 0,29 0,29 0,29
MgSOsa, 0,50 0,50 0,50
Peptona 0,10 0,10 0,10
Solucgdes tracos de metais™ (mL) 1,00 1,00 1,00
Caseina 5,0 - -
Farinha de residuo de pescado - 5,00 -
Whey Protein (ISOFORT® - Vitafor) - 5,00 2,50

*Solucio de tragos de metais (g.L1):CaCl,, 2,2x103; Zn0O, 2,5x10°3; FeCls.6H,0, 2,7x10°%; MnCl,.4H,0, 1,0x10°
2: CuCl.2H0, 8,5x10*; CoCl,.6H,0, 2,4x10°%; NiCl3.6H,0, 2,5x104; H3BO3, 3,0x10*; NazM0O,,1,0x10°3.

2.4.1. Preparo do pré-indculo

O pré-indculo foi preparado semeando o microrganismo em placas de Petri contendo o
meio TSY. As placas semeadas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas. Apés este
periodo, 10 mL do meio de crescimento foram transferidos para as placas para ressuspender as

células, que foram posteriormente sugadas com auxilio de uma pipeta estéril. Estas células

25



foram inoculadas em frascos erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL do respectivo meio de
crescimento e incubadas por mais 24 horas em shaker rotatério marca CIENLAB (modelo CE
—720) a 37 °C sob agitacdo de 150 rpm, e posteriormente utilizadas para inocular os meios de

cultivo.

2.5. Determinacdo do crescimento microbiano

Os meios de cultivo preparados foram inoculados com 10 % (v/v) dos seus respectivos
pré-indculos e incubados a 37 °C em shaker rotatério operando a 150 rpm. Foram retiradas
amostras para determinacdo do crescimento microbiano, de acordo com a metodologia descrita
Janssen et al., (1994).

O crescimento do microrganismo foi determinado pela medida da turbidez do meio,
medindo-se a densidade Otica a 600 nm com utilizacdo de um espectrofotdmetro (THERMO
FISHER SCIENTIFIC, modelo: EVO300 PC, Estados Unidos). A retirada das amostras foi
realizada retirando os meios de cultivo de 2 frascos, onde foi realizada leitura em triplicata de
cada frasco. Foi utilizada a medida do pH do meio, de acordo com as Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz, para acompanhar o crescimento celular (IAL, 2008), utilizando pHmetro.

De 2 frascos, foi retirado amostras em triplicata de cada e realizado a medida.

2.6. Ensaio enzimatico

O extrato bruto enzimatico ou o sobrenadante, livre de células, foi obtido nos mesmos
tempos utilizados para a determinacao do crescimento microbiano, por centrifugagédo do caldo
fermentado em centrifuga (HERMLE, modelo: Z326K) a 1020 g durante 15 minutos a 4 °C,
baseado nos trabalhos de Janssen et al., (1994).

A atividade proteolitica do extrato bruto enzimatico foi determinada em triplicata pela
quantificacdo de peptideos solaveis em acido tricloroacético (TCA) 15% (m/v). O substrato
utilizado para essa determinacao foi uma solugao de azocaseina 0,2% (m/v) preparada em
tampao fosfato de sédio 0,2 M (pH 7,0). Uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante foi
adicionada a 1 mL do substrato e, apos a incubagao em banho-maria a 60 °C por 10 minutos, a
reacao foi paralisada pela adi¢cao de 0,5 mL de TCA. A amostra foi centrifugada a 9000 g
durante 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante transferido para tubos de ensaio contendo 0,5 mL
de NaOH (1 M). Uma amostra controle foi preparada em tubo de ensaio contendo todos 0s

reagentes do ensaio, exceto o TCA, que foi adicionado antes do extrato enzimatico. A coloracao
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desenvolvida foi medida em espectrofotometro, no comprimento de onda de 420 nm. Uma
unidade da enzima foi definida como a quantidade da enzima requerida para produzir um
aumento na absorbancia a 420 nm igual a 0,1 em 60 minutos (Janssen et al., 1994). Uma curva
de calibracdo de proteina foi usada seguindo o método de Lowry modificado por Peterson

(1977), utilizando-se solucéo de albumina de soro bovino (BSA) como padréo.

2.7. Caracterizacédo parcial da enzima

Para a caracterizacdo parcial da enzima, 0 meio que proporcionou a maior atividade

enzimatica foi preparado e utilizado para a obtencao do extrato bruto enzimatico.

2.7.1. Efeito do pH na atividade e na estabilidade das enzimas

O efeito do pH na atividade proteolitica foi avaliado nos valores de pH de 5,0 a 9,5 em
intervalos de 0,5 unidades. As solucGes tampdo utilizadas foram: citrato de sédio (pH 5,0),
fosfato de potassio (pH 6,0, 6,5 e 7,0), tris-HCI (pH 7,5, 8,0 e 8,5), e glicina-NaOH (9 e 9,5),
todas na concentracdo de 100 mM. O experimento consistiu no preparo do reagente azocaseina,
0,2% (m/v), em cada solucdo tampdo, e a atividade enzimatica determinada de acordo com a
metodologia descrita no item 2.6.

A estabilidade da protease em diferentes valores de pH (5,0 a 9,5) foi avaliada
incubando-se apenas 0 sobrenadante (extrato bruto) nas solucdes tampdo descritas
anteriormente por 3 horas em temperatura ambiente. Ap6s este tempo, a atividade residual (%)
da protease foi determinada conforme descrito no item 2.6.

2.7.2. Efeito da temperatura na atividade e na estabilidade das enzimas

O efeito da temperatura na atividade da protease foi determinado incubando-se o extrato
bruto enziméatico com o substrato no tampdo 6timo encontrado no item 2.8.1 em temperaturas
variando de 30 a 100°C, em intervalos de 10°C. Ap6s 10 minutos de incubacdo em cada
temperatura, a atividade enzimaética foi determinada de acordo com as condigGes descritas no
item 2.6.
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A estabilidade térmica da enzima foi determinada pela incubacdo do sobrenadante
durante 2 horas em banho-maria com temperaturas constantes entre 30 e 100 °C, e a cada 30

minutos, medida a atividade. Transcorrido este tempo, a atividade foi obtida segundo item 2.6.

2.7.3. Efeito dos ions metalicos na atividade das enzimas

Para avaliar o efeito dos ions metalicos sobre a atividade da protease, o extrato bruto
enzimatico foi incubado com os ions correspondentes na temperatura e pH 6timos encontrados
nos itens 2.7.1 e 2.7.2 a uma concentra¢do de 5 mM por 10 minutos. Foram utilizados ions
cloretos de Ca?*, Zn?" e Mn?* e sulfatos de Mg?*, Fe?" e Cu?*. Um controle foi preparado,
incubando-se o extrato bruto enziméatico na auséncia de ions, e sua atividade foi considerada

como 100% de atividade relativa (%) e determinada nas condig¢des descritas no item 2.6.
2.7.4 Efeito de inibidores na atividade da enzima

O efeito de inibidores na atividade da enzima foi medido por uma pré-incubacéo da
enzima com cada inibidor por 10 minutos, nas condi¢cdes 6timas de pH e temperatura obtidas
anteriormente e conforme descrito no item 2.6.

Os inibidores utilizados foram: EDTA (5 mM) e 1,10-fenantrolina (1 mM). Um controle
foi realizado para a atividade enzimatica sem a adic¢do de inibidores.
3. Resultados e Discussao

3.1. Composigdo centesimal da farinha do residuo do processamento de pescado

Os resultados obtidos para a composicdo centesimal da farinha do residuo do

processamento de pescado podem ser observados na Tabela 2.

Tabela 2

Composicéo centesimal da farinha de residuo de pescado
Componente Resultados LQ
Proteina 51,70 g/100 g -
Lipideos Totais 5,61 g/100 g 0,50
Residuo Mineral Fixo 30,07 g/100 g 0,50
(Cinzas)
Umidade e Substancias <0,50¢/100 g 0,50
volateis
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*g/100 g: grama por cem gramas; LQ: limite de quantificacao

O pescado constitui de rica fonte proteica, o que foi confirmada no resultado obtido,
com elevado teor de proteina (51,70 g). Abimorad e Carneiro (2004), Oliveira Filho e
Fracalossi (2006), Boscolo et al. (2008) e Gongalves et al. (2009) relataram que a farinha de
peixe exibiu teores de 58,30%, 60,56%, 50,37% e 54,46% de proteina bruta, respectivamente,
valores proximos ao encontrado no presente trabalho.

Higuchi (2015) encontrou 27,89% de teor de residuo mineral fixo na farinha do peixe
Patinga (Piaractus mesopotamicus x Piaractus brachypomus), o que é semelhante aos obtidos
por Gongalves et al. (2009), Santos (2013) e o presente estudo. Stevanato et al., (2007)
encontraram valores semelhantes aos resultados do estudo. Rocha et al. (2011), estudando
farinha de peixe, elaborada com residuo de tilapia do Nilo, encontraram 2,22% de umidade;
77,96% de proteina bruta; 9,43% de lipidios totais e 13,98% matéria mineral. O elevado valor
deste constituinte, deve-se principalmente ao baixo teor de agua, ou seja, no processo de
elaboracdo da farinha houve uma redugdo na umidade e, desta forma, ocorreu um aumento na

concentracao de proteina, lipideos totais e cinzas.

3.2- Crescimento e producéo de protease por CCMA 1674

No presente estudo, a producdo de enzimas proteoliticas foi alcangada usando a cepa
bacteriana Bacillus licheniformis CCMA 1674. Trés meios foram avaliados quanto ao
crescimento celular, pH e atividade enzimética. O Meio 1 foi enriquecido com 0,5% de caseina,
0 meio 2 continha farinha de residuo de pescado (0,5%) e o meio 3 foi adicionado farinha de
residuo de pescado (0,5%) e whey protein (0,25%), de acordo com a Tabela 1 no item 2.4.

O crescimento de Bacillus licheniformis CCMA 1674 iniciou de imediato apos a
incubacdo, em todos os meios de cultura (Figura 1). Durante as primeiras 24 horas de
incubacdo, foi observada uma fase exponencial. Apos esse tempo, foi observado que a
velocidade de crescimento variou em todos 0s meios, alcangando entdo a fase estacionaria com

72 horas para 0s meios 1 e 3 e 48 horas para 0 meio 2.
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Figura 1: Curva de crescimento, pH e atividade de protease em fun¢do do tempo de fermentagdo por
Bacillus licheniformis CCMA1674 em meio 1 contendo caseina (A), meio 2 contendo farinha do residuo
do prcessamento de pescado (B) e meio 3 contendo Whey Protein (ISOFORT®) e farinha de residuo
de pescado (C). As barras representam o desvio padrdo. A auséncia de barras indica que o erro foi menor
que o simbolo.

O perfil do pH também é ilustrado na Figura 1. Observa-se que 0s meios 2 e 3
apresentaram perfil similar, com pH tendo ligeiro aumento de 7,0 a 7,8 nas primeiras 72 horas
com queda nos tempos 96 e 120 horas, com pH passando de 7,8 para 7,2. O meio 1 apresentou
pequeno aumento de pH nas primeiras 24 horas onde o pH passou de 7,0 para 7,4 e queda até
0 tempo de 72 horas (passando de 7,4 para 7,0), e pouco aumento de 96 a 120 horas de
incubacéo, onde houve aumento de pH 7,0 a 7,6.

O aumento inicial do pH do meio indica que ndo houve a produc¢éo de acidos durante a
fase inicial do crescimento bacteriano. De acordo com Ming Chu (1922), a alcalinizacdo ou a
acidificacdo de um meio de cultura reflete o consumo de substrato. Quando o nitrogénio
organico esta sendo assimilado, o meio se trona alcalino e quando ions de aménio estdo sendo
utilizados, 0 meio se torna mais acido.

Foi observado uma producgdo de protease satisfatoria em todos os meios avaliados.
Verificou-se que B. licheniformis CCMA 1674 obteve melhor resultado de producdo de
protease no meio 2, fato esse que pode ser explicado, levando-se em consideracdo o alto teor
de proteinas presentes na farinha de residuo de pescado (51,70 g/100 g). Nesse meio, o melhor
tempo de fermentacdo foi de 72 h, apresentando atividade proteasica de 779,27 U/mL,

conforme mostrado na Fig.1 Esse valor foi superior ao obtido por Couto et al., (2022), que
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utilizaram o microrganismo Paenibacillus graminis MC 2213, onde a fermentacédo foi realizada
em meio de cultura contendo farinha de semente de Gliricidia sepium, com atividade da
protease de 13,45 U/mL, no mesmo tempo. Barbosa et al. (2014), avaliaram a producdo de
proteases por Bacillus sp. SMIA-2 em meio de cultura constituido por farinha de casca de
maracuja e soro de leite, obtiveram atividade maxima (2,5 U/mL) de protease ap0s 72 horas de
fermentacdo. Maghsoodi et al., 2013, utilizando Bacillus licheniformis, obteve maior valor de
crescimento apds 72 horas de incubagdo e a atividade proteolitica aumentou com o tempo de
cultivo atingindo o valor maximo (176,7 U/ml) ap6s 72 h de incubag&o a 37°C e pH 7,6. Shaikh
et al., 2023 mostraram a variacdo no crescimento do Bacillus nakamurai PL4 e producédo de
protease. Em 72 horas de incubacédo, observou-se que o crescimento celular foi alto (DO a 600

nm: 0,7612) e atividade méaxima de protease (0,92 U/mL).

3.3. Caracterizacéo parcial da enzima

A caracterizagdo da enzima foi realizada utilizando o Meio 2, que mostrou a maior

producdo de protease.

3.3.1.- Efeito do pH na atividade e estabilidade da protease

A protease produzida por Bacillus licheniformis CCMA-1674 foi avaliada na faixa de
pH entre 5,0 a 9,5 (Figura 2). O pH 6timo encontrado foi de 8,5 na presenca de tampao Tris-
HCI (1110,74 U/mL). Observou-se baixa atividade enzimatica em pH 5, na presenca de citrato
de sodio. Barbosa, (2015) em seu estudo sobre a utilizacdo de farinha de casca de maracuja
para a producdo de protease por Bacillus sp., encontrou pH 6timo acordante ao encontrado no
presente estudo. A maioria dos Bacillus sp. relatados em literaturas, possuem pH 6timo na faixa

de 7,0 a 11,0 para a producdo de protease.
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Figura 2: Efeito do pH na atividade da protease (—&—) e estabilidade (—#-) da protease secretada por
Bacillus licheniformis CCMA 1674 crescido em meio de cultivo contendo farinha do residuo de pescado
a 37 °C durante 72 horas (100% de atividade =1110,75 U/mL). As barras representam o desvio padréo.
A auséncia de barras indica que o erro foi menor que o simbolo.

Marathe et al., (2018) registraram a atividade de protease alcalina isolada de Bacillus
subitilis de 103,26 + 2,11 U/ml em pH 10 em tampao acetato de sédio e 92,25 + 1,82 U/mL em
pH 10 em tampdo fosfato. Da mesma forma, proteases de espécies de Bacillus como B. pumilis,
B. firmus e B. licheniformis foram ativas em pH 9-11 (Kiranmayee e M, 2007).

Em relacdo a estabilidade da enzima do presente estudo, verificou-se que a protease se
manteve estavel entre os pH 7,5 (1058,23 U/mL), 8 (1073,18 U/mL), 8,5 (1110,75 U/mL) 9
(961,53 U/mL) e 9,5 (1110,05 U/mL). De acordo com Ravindran e Jaiswal, (2016), € comum
gue enzimas sejam mais estaveis em valor de pH igual ao seu pH 6timo de atividade, o que
pode ser observado no presente estudo. O perfil da estabilidade de pH de Bacillus licheniformis
K7A (Hadjidj et al., 2018), indicou que a protease foi altamente estavel na faixa de pH de 7-
12. Deng et al., (2010) encontraram valores 6timos de pH de 8,5 a 10, utilizando Bacillus sp.
Este resultado esta de acordo com Jain et al., (2012) e Ben Elhoul et al., (2015).

Observa-se que a enzima sofreu perda consideravel (76%) de atividade em condicbes

acidas (< pH 6), portanto, pode ser caracterizada como uma protease alcalina.
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3.3.2. Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da protease

A enzima obtida durante o cultivo de 72 horas de fermentacdo a 37 °C e 150 rpm de
agitacdo, foi avaliada em diferentes temperaturas, abrangendo uma faixa de 30 °C a 100 °C,
conforme o item 2.6. em ensaios em pH 8,5. Nota-se que a atividade enzimatica foi crescente
até 70 °C, e apresentou queda a partir de 80 °C. A temperatura étima encontrada foi de 70 °C
onde a atividade de protease foi de 943,10 U/mL (Figura 3).
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Figura 3: Efeito da temperatura na atividade da protease secretada por Bacillus licheniformis CCMA
1674 em meio de cultivo contendo farinha do residuo de pescado, crescido a 37 °C durante 72 horas.
(100% de atividade = 943,10 U/mL de proteina, encontrado na temperatura de 70°C). As barras

representam o desvio padrdo. A auséncia de barras indica que o erro foi menor que o simbolo.

A maior atividade de protease foi detectada também a 60 °C (312,6 U/mL), no entanto,
uma atividade substancial foi observada a 70 °C (306,2 U/mL) e 80 °C (301,6 U/mL) por
Singha; Bajaj (2015). Ao medir a atividade enzimética em diferentes temperaturas, Emran et
al., (2020), encontrraram atividade 6tima a 70 °C, o que corrobora com o presente estudo. Este
resultado foi superior a 45 °C (Harer et al., 2018), 55 °C (Gulmus e Gormez, 2020; Zheng et
al., 2020) e 60 °C (Ahmad et al., 2020; Hammami et al., 2020; Igbalsyah et al., 2019) relatado
para bactérias proteases alcalinas, mas o resultado semelhante foi relatado por Gaonkar e
Furtado (2020) e Lakshmi et al. (2018).

Os ensaios de termoestabilidade (Figura 4) realizados revelaram que a protease manteve

sua atividade em 20% de 30 até 120 minutos nas temperaturas 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 80°C
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e 90°C. Em 70°C manteve-se estabilidade a 40% de 30 a 120 minutos, ja a 100°C observou-se
que a atividade se manteve em 15% em media de 30 a 120 minutos. Estudos de estabilidade
térmica para proteases alcalinas indicaram que a atividade da enzima produzida pelo Bacillus
invictae AH1 diminuiu para 10,48% de sua atividade méxima apos pré-incubagéo a 60 °C por
1 h (Hammami et al., 2020), enquanto a enzima produzida por Geobacillus SBS-4S (um
subgrupo de Bacillus) reteve 50% de sua atividade apds pré-incubacdo a 60 °C por 110 min
(Ahmad et al., 2020).
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Figura 4: Estabilidade da protease secretada por Bacillus licheniformis CCMA 1674 em meio de cultivo
contendo farinha do residuo de pescado, crescido a 37 °C durante 72 horas (100% de atividade = 943,10
U/mL, medida em pH 8,5, 70°C por 10 minutos). As barras representam o desvio padrdo. A auséncia
de barras indica que o erro foi menor que o simbolo.

3.3.3. Efeito dos ions metalicos e inibidores na atividade de protease
Os ions metalicos foram utilizados na concentragdo de 5 mM. A atividade da protease

foi elevada na presenca de Mg?" (122,71%). A atividade da enzima produzida por B.
licheniformis CCMA 1674 foi inibida completamente por Fe?* (Figura 5).
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Figura 5: Atividade relativa de ions metalicos e inibidores de atividade de protease, incubadas a 70 °C
por 10 minutos. A atividade relativa foi expressa como percentagem da atividade obtida na auséncia de
ions metélicos (100% de atividade = 510,05 U/mL). As barras representam o desvio padrdo. A auséncia

de barras indica que o erro foi menor que o simbolo.

Couto et al. (2022) obtiveram resultado positivo para os fons Cu?* (275,42%), Zn*
(132,62%) e Na* (126,69%) e inibicdo apenas por Mg?* (97,45%). Nasri et al. (2011) relataram
que a adicdo de Mg?* e Ca?* aumentou a atividade da enzima em cerca de 13% e 15%,
respetivamente. De acordo com Nascimento et al. (2017), é provavel que Ca?* esteja envolvido
no mecanismo de enzimas fibrinoliticas implicando a ligacdo a grupos carboxilas, alterando
assim seu sitio ativo.

Os inibidores especificos sdo ferramentas valiosas para a identificagdo dos principais
tipos de peptidases. Em relacdo as metaloproteases os inibidores mais especificos sdo a 1,10-
fenantrolina ou o etileno-diamino-tetracético (EDTA) (Rawling, 1994). O efeito dos inibidores
de protease (Figura 5) sobre a enzima, mostrou que a atividade enzimatica foi completamente
inibida por EDTA (10 mM) e 1-10 fenantrolina. Bhange et al. (2016) obtiveram resultados
semelhantes no estudo realizado, onde o EDTA e 1-10 Fenantrolina afetaram negativamente a
atividade da protease. Jellouli et al., (2011) utilizando EDTA, reteve 38,8% da atividade
quando pré-incubado em concentracdo de 10 mM do inibidor.

A estabilidade térmica da enzima do presente estudo foi realizada utilizando o Mg?*,
por este fon ter ativado a enzima. O Mg?* foi incubado com o extrato bruto enzimético e foi

testado em trés diferentes temperaturas, 50 °C (Figura 6), 70 °C (Figura 7) e 90 °C (Figura 8)
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avaliando-se a atividade a cada 30 minutos durante 2 horas. O melhor resultado foi obtido na
temperatura de 50 °C em 90 minutos (578,45%). Hadj-Ali et al., 2007, utilizando Bacillus
licheniformis NH1, a estabilidade da protease foi determinada pela incubagédo da enzima em
diferentes tampdes por 1 e 24 h a 23°C e a atividade residual foi medida em pH 10,0 e 60°C.
A protease foi estavel entre pH 5,0 e 12,0, e maior estabilidade foi observada na faixa de pH
10,0-12,0.
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Figura 6. Estabilidade da protease secretada pelo Bacillus licheniformis CCMA 1674 na presenca de
Mg?* a 50 °C (100% de atividade= 240,49 U/mL medido na auséncia de Mg®* em 30 minutos). As

barras representam o desvio padrdo. A auséncia de barras indica que o erro foi menor que o simbolo.
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Figura 7. Estabilidade da protease secretada pelo Bacillus licheniformis CCMA 1674 na presenca de
Mg?" a 70 °C (100% de atividade= 380,66 U/mL medido na auséncia de Mg?* em 30 minutos). As
barras representam o desvio padréo. A auséncia de barras indica que o erro foi menor que o simbolo.
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Figura 8. Estabilidade da protease secretada pelo Bacillus licheniformis CCMA 1674 na presenca de
Mg?* a 90 °C (100% de atividade = 308,66 U/mL medido na auséncia de Mg2+ em 90 minutos). As

barras representam o desvio padrdo. A auséncia de barras indica que o erro foi menor que o simbolo.

4. Conclusao

O presente trabalho demonstrou que Bacillus licheniformis 1674, isolado durante a
secagem natural de frutos de café Conilon, do sul do Estado do Espirito Santo, foi capaz de
produzir protease em fermentacdo submersa a partir de residuos do beneficiamento de
pescados. Uma alternativa favoravel a producdo dessa enzima que além de reduzir o impacto
ambiental pode ainda reduzir o custo dos meios de cultivo.

A protease produzida por Bacillus licheniformis CCMA 1674 exibiu atividade méaxima
quando o microrganismo foi cultivado em meio contendo farinha de residuo de pescado (0,5%)
por 72 horas de fermentacéo. O pH 6timo encontrado foi 8,5 e a temperatura 6tima da protease
foi de 70 °C com atividade enzimatica méxima de 1110,74 U/mL. A enzima obteve aumento
de 122,71% na atividade na presenca do ion Mg?*, e por outro lado, foi completamente inibida
por Fe?*, EDTA e 1-10 fenantrolina.

Como perspectivas para novos trabalhos, sugere-se estudos para otimizacdo do meio de

cultivo para producgdo da protease, além de estudos da aplicagdo da enzima.
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Estudo da otimizacéo de condicdes de cultivo de Bacillus licheniformis CCMA 1674 na

producdo de proteases e aplicacdo na hidroélise de algumas fontes

ARTIGO ORIGINAL 2

Resumo

Bacillus licheniformis CCMA 1674 foi capaz de crescer e secretar proteases quando cultivado
em culturas liquidas contendo farinha de residuo do processamento de pescado. Neste estudo,
a otimizacdo de condicGes do meio de cultivo foi realizada seguindo a técnica de delineamento
composto central rotacional (DCCR), em relacdo as varidveis independentes: pH inicial do
meio de cultura e concentracdo de farinha de residuo de pescado, com trés repeti¢ces do ponto
central, durante 96 horas de fermentacéo a temperatura de 37 °C e 150 rpm. Dentre as variaveis
independentes estudadas, a concentracdo de farinha de residuo de pescado foi a que exerceu
efeito significativo nas variaveis respostas observadas, enquanto o pH inicial ndo apresentou
efeito significativo, com limite de confiabilidade de 95%. O ensaio que obteve melhor
producdo de protease foi 0 ensaio 11 onde havia a concentracdo de 1,05% de farinha de residuo
de pescado e pH inicial de 7,5 (atividade de 428,025 U/mL). O estudo sobre a aplicacédo da
enzima na hidrélise das fontes, caseina e farinha de residuo de pescado, demonstrou que a
atividade de protease foi de 821,01U /mL e 458,22 /mL , nas concentracGes de residuo a 1% e
0,1% de caseina, respectivamente, em temperatura ambiente e diminuiu para 0 e 363,27 U/mL

para as mesmas fontes quando incubadas a 70°C.

Palavras chave: DCCR, Farinha do residuo do processamento de pescado, hidrolise, enzimas
hidroliticas, enzimas proteoliticas

1. Introducéo

As proteases sdo consideradas enzimas capazes da clivagem da ligacdo peptidica nas
grandes moléculas de proteina, convertendo-as em aminoacidos e peptideos. Essas enzimas sdo
onipresentes na natureza, encontradas em plantas, animais e microrganismos (Barrett e
McDonald, 1986).

2 Artigo formatado conforme normas da revista Biocatalysis and Agricultural Biotechnology
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Sé&o de natureza hidrolitica e ttém um potencial significativo para aplica¢@es industriais
que requerem hidrolise de proteinas (Yadav et al., 2019), destacando-se por serem
extensivamente usadas para varias aplicagdes, incluindo na industria de alimentos, téxteis, de
produtos farmacéuticos e processamento de couro (Reddy et al., 2022).

As enzimas de origem microbiana atendem as demandas industriais e oferecem
vantagens sobre os catalisadores inorganicos, incluindo sua producdo econdémica, manuseio
conveniente, facil recuperacdo do meio de reacdo e reutilizacdo em processos industriais
(Berini et al., 2017).

Recentemente, a aplicacdo de tecnologias mais econdmicas em niveis industriais,
apontam para a utilizacdo de residuos agroindustriais, por facilitarem o crescimento de
microrganismos, contribuindo para o desenvolvimento de produtos de valor agregado, como a
producdo de enzimas (Sadh et al., 2018). Esses residuos agroindustriais estdo disponiveis em
grandes quantidades, tanto em nivel local quanto global, atingindo centenas de milhdes de
toneladas (FAOSTAT, 2019).

A indUstria de pescados apresenta-se em crescimento, com mais de 196 milhdes de
toneladas de pescado previstas para serem processadas até 2025 (Pedro e Nunes, 2019). Essa
industria gera grandes quantidades de subprodutos, como cabecas, pele, barbatanas, visceras,
armacoes e as vezes musculos, que sdo atualmente desperdic¢ados, subutilizados ou usados para
produzir produtos de valor agregado, como farinha de peixe e silagem de peixe. Esses
subprodutos podem chegar a 50% do peixe inteiro, mas podem variar de 10 a 90%, dependendo
da espécie de peixe e do uso pretendido (Gao et al., 2020).

Os processos fermentativos utilizados para a producdo de enzimas microbianas, como
as proteases, podem ser afetados por fatores intrinsecos e extrinsecos ao microrganismo
utilizado. Varia¢es na composicdo dos meios de cultivo, tipos e concentragdes de substratos,
assim como temperatura de incubacgéo, pH inicial, agitagéo, aeracdo, entre outros podem afetar
de forma positiva ou ndo (acéo inibitoria) a producdo de enzimas de interesse industrial (Shaikh
et al., 2023; Cahyaningtyas et al., 2021; Lario et al., 2020). Além disso, o alto custo de sua
producdo, tem levado a pesquisas visando melhorar as condic¢des de cultivo e maximizando a
sintese enzimatica (Delatorre, 2008; Reddy et al., 2022; Mazhar et al., 2023). Assim, uma
estratégia que vem se destacando no campo da producdo enzimética sdo os estudos de
otimizacdo, que permitem um delineamento das condigdes de cultivo com uma combinagéo
Otima de fatores como os ja citados, e o efeito de suas interacGes, promovendo a producao
méaxima de atividade enzimatica e minimizando o custo de sua producdo (Bashir et al., 2018;

Prajapati et al., 2021). Devido a essas demandas, desenhos experimentais estatisticos tém sido
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reconhecidos como formas ideais para estudos de otimizacdo em bioprocessos (Eswari et al.,
2016).

Diante do exposto, o presente estudo, propds um estudo de otimizag&o dos parametros,
concentracdo de farinha do residuo de processamento de pescado e pH inicial dos meios de
cultivo, para a aumentar a producéo de protease, por Bacillus licheniformis CCMA 1674. Além

disso, a enzima produzida foi aplicada em caseina e farinha de residuo de pescado.

2. Material e métodos

2.1. Microrganismo

A cultura bacteriana de Bacillus licheniformis CCMA 1674, utilizada no presente
estudo foi isolada por Pereira (2018) durante a secagem natural de frutos de café Conilon do
sul do Estado do Espirito Santo e foi identificada pelo Laboratério de Fisiologia e Genética de
Microrganismos do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG. Esta cepa de estudo, identificada inicialmente como Bacillus licheniformis S3BT55, onde
o termo S indica “Face Soalheira”, refere-se a cepas isoladas em locais de plantio de café que
receberam maior influéncia de radiacdo solar direta ao longo do ano (Sediyama et al., 2001).
Apresentou semelhanca desta estirpe bacteriana com outras espécies proteoliticas de Bacillus,

conforme apresentada na arvore filogenética estabelecida (Fig. 1).
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Figura 1: Dendograma das cepas de bactérias identificadas durante a fermentacao de

café cultivado. Fonte: Pereira, 2018.

2.2. Microrganismo e as condi¢fes de manutencao

A cultura utilizada no presente estudo encontra-se armazenada no Laboratorio de

Microbiologia de Alimentos do CCAE/UFES, Alegre, ES. Todos os experimentos foram

realizados no laboratdrio de Microbiologia de Alimentos do CCAE/UFES, Alegre, ES.

Bacllus licheniformis CCMA 1674 foi semeado em placas de Petri contendo meio TSY,

composto por (g.L ™ de 4gua destilada): triptona — 20; NaCl — 10; extrato de levedura — 10; agar

— 20, incubado a 37 °C por 24 horas e depois mantido sob refrigeracdo de 4 °C, até sua

utilizag&o e ativagdo.
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2.3. Meios de cultivo

Com base em testes preliminares, o seguinte meio de cultura foi preparado:

Tabela 1
Composicdo do meio cultivo
Composicdo (g.L?) Meio
KCI 0,30
K2HPO4 0,87
CaCl» 0,29
MgSOg, 0,50
Peptona 0,10
Solucdes tragos de metais (mL) 1,00
Farinha de residuo de pescado 5,00

*Solucdo de tracos de metais (g.L?): CaCly, 2,2x1073; ZnO, 2,5x10%; FeCls.6H.0, 2,7x107%,
MnCl,.4H;0, 1,0x10; CuCl,.2H,0, 8,5x10*; CoCl,.6H.0, 2,4x103; NiCl3.6H.0, 2,5x10* H3BOs,
3,0x10*: Na;Mo0Os,1,0x10°3.

2.4. Preparo do pré-inoculo

O pré-indculo foi preparado semeando o microrganismo em placas de Petri contendo o
meio TSY. As placas semeadas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas. Apos este
periodo, 10 mL do meio de crescimento foram transferidos para as placas para ressuspender as
células, que foram posteriormente sugadas com auxilio de uma pipeta estéril. Estas células
foram inoculadas em frascos erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL do respectivo meio de
crescimento e incubadas por mais 24 horas em shaker rotatério marca CIENLAB (modelo CE
—720) a 37 °C sob agitacao de 150 rpm, e posteriormente utilizadas para inocular os meios de

cultivo.

2.5. Medidas do crescimento do microrganismo e atividade da protease
O meio de cultivo foi inoculado com 10 % (v/v) do pré-indculo preparado e incubado a

37 °C em shaker rotatorio operando a 150 rpm. Foram retiradas amostras para determinacédo

do crescimento microbiano, baseada na metodologia descrita Janssen et al., 1994.
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O crescimento do microrganismo foi determinado pela medida da turbidez do meio,
medindo-se a densidade Otica a 600 nm com utilizacdo de um espectrofotdmetro (THERMO
FISHER SCIENTIFIC, modelo: EVO300 PC, Estados Unidos). A retirada das amostras foi
realizada nos meios de cultivo de 2 frascos, e seguida da medida da leitura da absorvancia, em
triplicata de cada frasco.

Foi utilizada a medida do pH do meio (pHmetro digital, TEKNA, modelo: T-1000), de
acordo com as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz, para acompanhar o crescimento
celular (IAL, 2008), de 2 frascos, em triplicata de cada e realizado a medida.

O extrato bruto enzimatico ou o sobrenadante, livre de células, foi obtido durante 120
h de fermentacéo, por centrifugacéo do caldo fermentado em centrifuga refrigerada (HERMLE,
modelo: Z326K) a 1020 g durante 15 minutos a 4 °C, baseado nos trabalhos de Janssen et al.,
(1994).

A atividade proteolitica do extrato bruto enzimatico foi determinada em triplicata pela
quantificacdo de peptideos solaveis em acido tricloroacético (TCA) 15% (m/v). O substrato
utilizado para essa determinagdo foi uma solugdo de azocaseina 0,2% (m/v) preparada em
tampé&o Tris-HCL 100 mM (pH 8,5). Uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante foi adicionada
a 1 mL do substrato e, apds a incubacdo em banho-maria a 70 °C por 10 minutos, a reacdo foi
paralisada pela adi¢cdo de 0,5 mL de TCA. A amostra foi centrifugada a 9000 g durante 10
minutos a 4 °C e o sobrenadante transferido para tubos de ensaio contendo 0,5 mL de NaOH
(1 M). Uma amostra controle foi preparada em um tubo de ensaio contendo todos os reagentes
do ensaio, exceto o TCA, que foi adicionado antes do extrato enzimatico. A coloracao
desenvolvida foi medida em espectrofotometro, no comprimento de onda de 420 nm. Uma
unidade da enzima foi definida como a quantidade da enzima requerida para produzir um
aumento na absorbancia a 420 nm igual a 0,1 em 60 minutos (Janssen et al., 1994).

Uma curva de calibragdo foi construida usando albumina de soro bovino (BSA) como

padrdo de acordo com o método de Lowry modificado por Peterson (1977).

2.6. Otimizacdo das condicOes da fermentagédo para a producéo da protease

A otimizacdo das condi¢fes do meio de cultivo foi elaborada seguindo a técnica de
planejamento fatorial em dois niveis (22), em relacéo as variaveis independentes, ao pH inicial
do meio de cultura e a concentracéo de farinha de residuo de pescado, com trés repeti¢cées do
ponto central, totalizando 11 experimentos (Neto et al., 2001), durante 96 horas de fermentacao

a temperatura de 37 °C e 150 rpm.
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Os niveis das variaveis independentes em estudo foram definidos em testes preliminares
e seguem na Tabela 2, juntamente com as condi¢Bes experimentais. A analise estatistica dos
dados obtidos das condi¢Ges do meio de cultivo seguiu a metodologia de superficie de resposta
utilizando o programa Statistica, versdo 10. As respostas avaliadas de foram crescimento

celular (DO 600 nm), pH final e na producéo da protease (U/mL).

Tabela 2
Representacdo do planejamento experimental com os niveis das variaveis independentes: pH
inicial do meio de cultura e concentracdo da farinha de residuo de pescado.

Variaveis independentes

Valores codificados Valores reais
Concentracdo de  pHinicial | Concentracdo de pH inicial do
Ensaios farinha de residuo do meio de farinha de meio de
de pescado Cultivo residuo de Cultivo
pescado (%)
1 -1 -1 0,37 6,79
2 -1 1 0,37 8,21
3 1 -1 1,72 6,79
4 1 1 1,72 8,21
5 -1,41 0 0,10 7,50
6 1,41 0 2,00 7,50
7 0 -1,41 1,05 6,50
8 0 1,41 1,05 8,50
9 0 0 1,05 7,50
10 0 0 1,05 7,50
11 0 0 1,05 7,50

2.7 Estudo da hidroélise da protease em fontes proteicas

Para avaliar o efeito da hidrolise enzimatica em fontes proteicas, foi preparado um meio
de cultivo contendo 0,5% da farinha do residuo do processamento de pescado, inoculado com
Bacillus licheniformis CCMA-1674 e incubado em shaker a 37 °C e 150 rpm de agitacdo
durante 72 horas de cultivo. Apos este tempo, o meio foi centrifugado, e o sobrenadante obtido
foi utilizado para a aplicagcdo nos substratos em estudo: caseina e farinha do residuo do
processamento de pescado, variando nas concentragfes em 0,1%, 0,5%, 1%, 5% e 10%.

A atividade da enzima foi medida pela pré-incubacdo de 15 mL do sobrenadante
(extrato bruto enzimatico) em cada concentracdo de substrato, conforme descrito

anteriormente, durante 10 minutos em temperatura ambiente e a 70 °C. Apds este tempo, a
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atividade enzimatica foi medida como descrito no item 2.5.

3. Resultados e discussdo

3.1. Meio de cultivo contendo residuo

O potencial de Bacillus licheniformis CCMA 1674 para produzir protease em meio
contendo residuos de pescado, um subproduto da industria de processamento de pescado, foi
avaliado cultivando a bactéria em culturas liquidas contendo 0,5% (m/v) deste substrato.

O crescimento de Bacillus licheniformis CCMA 1674 iniciou de imediato apos a
incubagdo do microrganismo no meio de cultivo (Figura 2). Durante as primeiras 24 horas de
incubacdo, foi observada uma fase exponencial, e ap6s este tempo, foi observado que a
velocidade de crescimento alcangou fase estacionaria até 120 horas. No perfil de pH (Figura
1), observa-se que o meio apresentou aumento no valor de pH de 7,0 a 7,8 nas primeiras 72

horas e queda para 7,4 nos tempos 96 e 120 horas de incubag&o.

3.0 r8.6 1000
800

~800
—a— DO.
—4&— pH

o Alividade
400

Densidade 6tica (600 nm)

(Tuyn) eonjETIIZUS 2PEPIALY
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0.0 #— . . : : . —L68 Lo
0 20 40 80 80 100 120

Tempo (horas)

Figura 2. Curva de crescimento, pH e atividade de protease de Bacillus licheniformis CCMA1674, em
fungdo do tempo de fermentagdo em meio contendo 0,5% da farinha do residuo de pescado, incubado
a 37 °C e 150 rpm.

Verificou-se que B. licheniformis CCMA 1674 obteve resultado satisfatorio na
producdo de protease no meio utilizado, contendo 0,5% da farinha do residuo do processamento

de pescado em 72 h de fermentacdo, apresentando atividade proteasica de 779,27 U/mL,
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conforme mostrado na Fig.2. Rathod e Pathak (2014) utilizando Bacillus alcalophilus LW8
mostraram que o crescimento maximo e producdo de protease alcalina (510 U/mL) foi em pH
10 a 30 °C ap6s 48 h de incubagdo com agitacao a 100 rpm utilizando melaco de cana de agucar.

Shaikh et al., (2023) apresentaram em seus trabalhos a variagdo no crescimento de
Bacillus nakamurai PL4 e producdo de protease. Em 72 horas de incubacéo, observaram que o
crescimento celular foi alto (densidade o6tica de 0,7612) e houve uma alta atividade de protease
(0,92 U/mL). Esses resultados mostraram uma relagdo direta entre crescimento celular e sintese
de protease, a razdo pode ser que a medida que ha o consumo de fontes de carbono, os
microrganismos podem produzir protease em grande quantidade, indicando que o substrato é

um indutor na sintese de protease.

3.2. Otimizacdo das condi¢6es da fermentagdo para a producao de protease

Bacillus licheniformis CCMA 1674 foi cultivado em meio submerso contendo farinha
de residuo de pescado, em concentra¢@es que variaram de 0,3 a 2% e pH variando de 6,5 a 8,2,
para producdo de protease extracelular (Tabela 2). Os maiores valores encontrados para a
atividade de protease ocorreram nos ensaios 9 (420,313 U/mL), 10 (416,218 U/mL) e 11
(428,025 U/mL), durante 96 horas de cultivo conforme apresentados na Tabela 3. Verifica-se
que nesses ensaios 0s meios continham concentracdo de 1,05% de farinha de residuo do
processamento de pescado e pH inicial de 7,5.
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Tabela 3
Crescimento microbiano, pH final e atividade de protease nas condicdes de fermentacdo apos
96 horas a 37 °C e 150 rpm.

Condicdes de fermentacdo

DO Atividade

Ensaios Concentracdo  pH inicial (600 nm) pH final (U/mL)
1 -1 -1 1,08 7,19 224,14
2 -1 1 0,59 8,11 241,88
3 1 -1 2,36 7,52 167,79
4 1 1 1,23 7,60 39,44

5 -1,41 0 1,06 7,97 39,44

6 1,41 0 2,28 7,68 67,62

7 0 -1,41 1,95 8,09 389,00
8 0 1,41 1,70 7,73 233,53
9 0 0 1,99 7,99 420,31
10 0 0 1,99 7,89 416,22
11 0 0 1,89 7,91 428,02

Para identificar a melhor condicdo para producdo de protease, todos os resultados
obtidos foram submetidos a uma andlise estatistica usando grafico de Pareto (Figura 3). Neste
grafico, o comprimento de cada barra é proporcional ao efeito padronizado da variavel ou
interacdo relacionada, e as barras que se estendem além da linha vertical correspondem aos
efeitos estatisticamente significativos em um nivel de confianca de 95%. O grafico de Pareto
revelou um efeito de primeira ordem (concentracdo de residuo) afetando positivamente a
atividade enzimatica. Os resultados do estudo indicaram que houve interacdo entre a
concentracdo de residuo de pescado e a producdo de protease, porém em relacdo ao pH inicial

(efeito de 22 ordem) verificou-se efeito negativo para producdo da enzima.
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(A)

(1X4(L) 23,967
(2Xa(L)

X4(Q)

X2(Q) -7,72283

1Lby2L -5,88075

p=,05
Efeitos estimados padronizados (valor absoluto)
(B)

X4(Q) b 74,3277

X2Q) -23,2463
(2)Xa(L) -19,49
(MX4(L) -12,9114
Lby2l - -12,1838

p=.05
Efeitos estimados padronizados (valor absoluto)
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1Lby2L 14308
X1(Q) -,949779
(1X4(L) -,721008
X2(Q) -607762
(2)X2(L) 16021944

p=.,05
Efeitos estimados padronizados (valor absoluto)

Figura 3: Diagrama de Pareto para a atividade enzimatica da protease (a), crescimento celular (b) e
pH final (c) em fun¢&o da concentragdo da farinha do residuo do processamento de pescado e pH inicial
dos meios ap6s 96 h de cultivo de B. licheniformis CCMA-1674. Temo linear (L) e termo quadratico
(Q) das variaveis independentes (concentragdo e pH).

Uma equacdo para a resposta do crescimento celular (DO) (1) e atividade de protease
(2) no tempo de 96 horas de fermentacéo foi desenvolvida baseada na anélise dos coeficientes
de regressao dos dados experimentais. Onde X1 é a concentracdo de residuo de pescado e X2
representa o pH inicial dos meios de cultivo.

$ = —19,0051 + 4,3128 x; + 5,2417 x, — 0,5609 x? — 0,3497 x2 — 0,3279 x, x,
r2 = 0,8210
69)

y = 6684,22 + 1398,87 x; + 1763,39 x, — 413,61 x7 — 116,11 x2 — 76,42 x; x;
r? = 0,9446
)

O coeficiente de determinacdo, R?, é utilizado para a avaliagdo do grau de variagdo nos
valores de resposta observados que podem ser explicados pelos parametros experimentais e
suas interagdes (Xiao et al., 2015). Um valor de Rz proximo de 1 implica uma forte correlagédo

entre os valores observados e previstos e uma melhor confiabilidade do modelo (Kandasamy
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etal., 2016). O valor de R-quadrado (0,9446) da equacéo polinomial sugere que o modelo pode
explicar 94,46% da producdo de protease.

Os efeitos de interacdo e os valores 6timos de uma combinacdo dos dois parametros
independentes para a produgdo maxima de protease, por Bacillus licheniformis CCMA 1674,
séo representados pelo grafico de superficie de resposta em 3D (Figura 4). Uma superficie de
resposta tridimensional foi plotada usando o modelo para estudar a interacdo entre variaveis e

determinar a concentracao 6tima para cada fator no meio para maxima producéao de protease.

(A)

Il > 400
Il < 320
B <220
<120
[ <20
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(B)

Figura 4. Gréaficos de superficie de resposta para a atividade da protease (A) e para 0 crescimento
celular (densidade otica) (B) por Bacillus licheniformis CCMA 1674, em fun¢do da concentragdo da

farinha de residuo de pescado e o pH inicial do meio de cultivo.

A maior producdo de proteases (428,025 U/mL) foi obtida quando se utilizou a
concentracdo de 1,05% da farinha do residuo do pescado no meio de cultivo, apresentando
crescimento celular (DO) em 1,89 e pH final 7,9. Apesar de ndo ser 0 maior registro de
crescimento celular, em todo o experimento, verificou-se maior atividade enzimatica.

Barbosa (2015) utilizando Bacillus sp. SMIA-2, afirmou com 95% de confianga que
quanto maior a concentracdo de farinha de maracuja (0,5%) no meio de cultura, menor foi a
producdo de protease. Asitok et al., (2022), variando fontes de carbono, apresentaram maior
atividade de protease (447,379 U/mL) no experimento com 49,3% do residuo do
processamento da mandioca. Lario et al., (2020) estudaram o efeito de varios substratos de
residuos na producdo de protease por Bacillus halodurans. Dentre os substratos utilizados, a
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quantidade maxima de rendimento enzimatico (397,09 U/mL) foi registrado em meio
suplementado com farelo de trigo e pd de serra em 48 h de incubagdo. Assim, a concentracdo
ideal de residuo, pode variar em funcao do microrganismo estudado, das caracteristicas do meio
de cultivo, como sua composicdo, tipo, origem e fonte do residuo, da enzima a ser produzida,
entre outros.

Shaikh et al., (2023) em seus estudos, testaram diferentes valores de pH que mostraram
um efeito diferente no rendimento da protease e crescimento da linhagem PL4 de B. nakamurai,
onde o isolado obteve alto rendimento de protease (0,8105 U/mL) em pH 8. Suberu et al.,
(2019) observaram que houve um aumento na producdo de protease alcalina de Bacillus subtilis
RD7 com o aumento dos valores de pH até pH 8,5. E este estudo, descreveu como melhor
resultado obtido producéo de protease, usando um delineamento experimental, foi maltose
(concentracdo 1,5%), extrato bovino em pé (concentracdo 1,25%) e pH 8,5 (141,28 U/mL).

O pH do meio € um parametro importante, considerado em qualquer processo de
otimizacdo de producdo, pois qualquer enzima produzida por microrganismos pode ser estavel
em uma faixa de valores de pH 6timos. As enzimas sdo sensiveis a concentracdo de H+ do
meio, existindo uma zona de pH em que a atividade enzimatica é maxima. 1sso ocorre, pois, as
enzimas possuem grupos ionizaveis, pertencentes aos residuos de aminoacidos da molécula, de
forma que as alternancias de pH podem mudar a conformacao, sua capacidade de unido com o
substrato e a atividade catalitica dos grupos que formam o sitio ativo. (Sandhya et al., 2005).
As proteases alcalinas bacterianas sao caracterizadas pela sua alta atividade em pH alcalino. O
presente estudo mostrou que a maior atividade enzimatica foi em pH 8,5, confirmando a

alcalinidade da protease.

3.3 Aplicacdo da protease em fontes complexas de proteinas

Testes foram realizados para avaliar o efeito da enzima quando aplicada nas fontes,
caseina e farinha do residuo do processamento de pescado.

De acordo com os resultados encontrados, quando utilizado a caseina em temperatura
ambiente, pode-se observar que a atividade de protease diminui conforme aumentava-se a
concentragdo de caseina (Figura 5), com atividade méxima na concentracdo de 0,1% (458,23
U/mL). Analisando o perfil de atividade de protease na mesma fonte, porém em temperatura a
70 °C (Figura 5), observa-se que houve aumento da atividade de protease até a concentracdo
0,5%, onde foi registrado atividade maxima (431,44 U/mL), e declinio de acordo com o

aumento da concentragcdo da caseina. Comparando as duas temperaturas avaliadas, pode-se
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encontrar perfil semelhante, onde quanto maior foi a concentracdo da fonte, ou seja, o substrato,

menor a atividade de protease. A enzima mostrou maior eficiéncia quando utilizada na

temperatura ambiente em 0,1% de caseina
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Figura 5. Aplicacdo da protease em caseina como fonte de substrato em temperatura ambiente e a 70

°C. As barras representam o desvio padrdo. A auséncia de barras indica que o erro foi menor que o

simbolo.
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Figura 6. Aplicacdo da protease em farinha de residuo de pescado como fonte de substrato em
temperatura ambiente e a 70 °C. As barras representam o desvio padrdo. A auséncia de barras indica

que o erro foi menor que o simbolo.

Quando o extrato bruto enzimatico foi utilizado nas diferentes concentracdes de farinha
do residuo de pescado em temperatura ambiente, pode-se observar que a atividade de protease
aumentou até a concentracdo de 1%, onde foi registrado atividade maxima de 821,01 U/mL,
mantendo-se estivel até a concentracdo 5% e queda na concentracdo 10%. Nota-se que,
conforme aumentava a concentracdo do residuo de pescado (Figura 6), a atividade de protease
manteve resultado satisfatorio.

Analisando o perfil de atividade de protease na hidrolise do residuo de pescado em
temperatura a 70 °C (Figura 6), observa-se que houve aumento da atividade de protease na
concentracdo 0,1%, onde foi registrado atividade méxima (49,53 U/mL). A partir da
concentracdo 1% ndo houve mais atividade da enzima. Comparando as duas temperaturas
avaliadas, pode-se verificar um perfil distinto entre as fontes testadas. O efeito da enzima
aplicada na farinha do residuo de pescado mostrou maior eficiéncia quando utilizada em

temperatura ambiente, apresentando valores superiores aos encontrados para a caseina.

4. Concluséao

O microrganismo Bacilus licheniformis CCMA 1674 isolado durante a fermentacao
natural de café Conilon, foi capaz de crescer e sintetizar proteases em um meio contendo uma
farinha do residuo do processamento de pescado, um residuo agroindustrial. O delineamento
composto central rotacional (DCCR) 22 foi usado para otimizar as condigdes para a producéo
de protease, e os resultados demonstraram que a maior producdo da enzima foi observada
usando 1,05% de farinha do residuo de pescado e pH inicial do meio de cultivo de 7,5 durante
96 h de cultivo, encontrando valores de 428,025 U/mL de atividade proteolitica.

O planejamento experimental e a metodologia de superficie de resposta séo ferramentas
estatisticas que possibilitam andlises de intera¢fes entre varidveis que influenciam diferentes
tipos de processos, sendo atualmente, muito utilizadas na producdo de enzimas. Assim, a
otimizacdo desses processos demonstra a empregabilidade das condi¢bes Otimas de

fermentacao para producdo de protease e as possiveis aplicagdes industriais.
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Pode-se observar que a protease obtida, a partir dos meios otimizados, quando aplicada
diretamente em fontes proteicas, demonstrou uma alta atividade em 1% da farinha do
processamento do residuo de pescado, em temperatura ambiente, indicando sua capacidade de
hidrdlise nesse substrato.
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5. CONCLUSAO GERAL

O microrganismo Bacillus licheniformis CCMA 1674 foi capaz de crescer e
secretar a enzima protease quando cultivado em meio contendo 0,5% de farinha de
residuo de pescado como fonte de carbono. A fermentacgéo foi realizada a 37 °C e
150 rpm, durante 120 horas de cultivo, onde a atividade méaxima da enzima alcancada
foi de 779,27 U/mL em 72 horas, com um valor de densidade 6tica (DO) de 2,38 e pH
de 7,9. O efeito do pH, temperatura, ions metalicos e inibidores foi avaliado
encontrando os valores 6timos de pH em 8,5 (1110,74 U/mL), temperatura em 70 °C
(943,09 U/m/L), Mg?* como ion estimulador, apresentando 122% de atividade relativa
e EDTA e 1-10 fenantrolina como inibidores.

O processo de fermentacédo foi realizado sob diferentes condigdes no intuito de
otimizar os parametros que influenciam a produc¢éo da enzima, tendo como variaveis
independentes a concentracao de residuo do processamento de pescado e pH inicial
do meio de cultivo. O ensaio que obteve melhor producédo de protease, durante 96
horas de cultivo, foi onde havia a concentracédo de 1,05% de farinha de residuo de
pescado e pH inicial de 7,5 (atividade de 428,025 U/mL). O estudo sobre a aplicacéo
da enzima utilizando caseina e farinha de residuo de pescado, quando testados em
temperatura ambiente e a 70 °C, demonstrou que a atividade de protease, na
concentracdo de residuo a 1%, foi a maior atividade (821,01 U/mL) em temperatura
ambiente.

Os resultados desse estudo demonstraram que a protease produzida é de
natureza alcalina, sendo possivel utilizd-la em processos biotecnolégicos em
condi¢cBes de alcalinidade. O residuo proveniente da industria do processamento de
pescado se mostrou como uma alternativa viavel que favoreceu a producdo da
protease com menor custo além de reduzir o impacto ambiental negativo, que tais
residuos possam causar sendo descartados em locais indevidos. Recomenda-se o

uso de tais residuos em meios de cultura para produgéo da enzima.
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