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RESUMO

As proteases sao enzimas responsaveis por catalisar a quebra de ligagdes peptidicas,
muito utilizadas no processamento de diversos produtos industriais, devido a sua
biodegradabilidade. Elas sao produzidas, em sua grande maioria, por processos fermentativos,
sendo as bactérias do género Bacillus bastante exploradas. A elevada demanda dessas enzimas,
associada com os altos custos por tras da etapa de “downstream”, tornam necessaria a
investigacdo de novos organismos, assim como melhores condi¢des de produgdo e técnicas de
purificacdo menos dispendiosas. Nesse contexto, a precipitagdo, que ¢ uma técnica simples,
barata e rapida, mostra-se como uma boa alternativa. Este trabalho visa, portanto, avaliar a
aplicacdo da precipitagdo como técnica de purificacdo para proteases obtidas a partir de
microrganismos, além de caracteriza-las bioquimicamente. As enzimas foram obtidas através
de uma linhagem de bactérias do género Bacillus subtilis. Para a precipitacdo foram utilizados
trés solventes organicos diferentes e um sal. A caracterizacdo estudou o pH e temperatura ideais,
a influéncia de alguns ions metalicos, inibidores e os pardmetros cinéticos. A producao obtida
foi de 20,2 U/mL. O melhor resultado na precipitagao foi obtido com a utiliza¢ao de sulfato de
amonio, obtendo-se uma recuperagao de 58% da atividade proteolitica. Contudo, a técnica nao
foi muito eficiente em purificar, mas sim em concentrar as biomoléculas. Foi observado a
existéncia de uma relacdo entre a concentragdo inicial de enzimas e a recuperagdo obtida. A
caracterizacdo mostrou que as proteases possuem pH e temperatura ideais em torno de 11,0 e
45 °C, respectivamente, além de serem fortemente inibidas pelo EDTA e por metais como
mercurio, cobre e niquel. A alta estabilidade, a baixas temperaturas, evidenciou a grande

aplicabilidade da enzima para a industria de detergentes.

Palavras-Chave: Protease alcalinas, Biossintese, Precipitacdo, Bacillus subtilis, Sulfato de

Amonio, Estabilidade, Recuperagdo, Concentragdao, Temperatura, Peltier, Inibidores.



ABSTRACT

Proteases are enzymes responsible for catalyzing the rupture of peptide bonds,
widely used in the processing of many industrial products, due to their biodegradability. They
are produced mostly by fermentative processes, with bacteria from the Bacillus genus being
extensively explored. The high demand for these enzymes, associated with the high costs
behind the downstream stage, makes it necessary to investigate new organisms, as well as better
production conditions and low-cost purification techniques. In this context, precipitation, which
is a simple, cheap and fast technique, proves to be a good alternative. Therefore, this project
aims to evaluate the application of precipitation as a purification technique for proteases
obtained from microorganisms, besides of characterize them biochemically. The enzymes were
obtained by a Bacillus subtilis strain. In the precipitation, three different organic solvents and
one salt were used. The characterization studied the ideal pH and temperature, the influence of
some metal ions, inhibitors and also the kinetic parameters. The production obtained was 20.2
U/mL. The best results in precipitation was obtained using ammonium sulfate, providing a
recovery of 58% of proteolytic activity. However, the technique was not very efficient in
purifying, but in concentrating the biomolecules. A relationship between the initial enzyme
concentration and the enzyme recovery was also identified. The characterization showed that
the obtained protease has an ideal pH and temperature of 11.0 and 45 °C, respectively. It also
was strong inhibited by EDTA and by the metals mercury, copper and nickel. Moreover, the
high stability at low temperatures obtained showed great applicability of the enzyme for the
detergent industry.

Keywords: Alkaline protease, Biosynthesis, Precipitation, Bacillus subtilis, ammonium

sulphate, Stability, Recovery, Concentration, Temperature, Peltier, Inhibitors.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

As enzimas vém sendo utilizadas desde a antiguidade, hé registros da produgao de
coalho pelos egipcios por volta de 6000 a.C., num processo em que utilizavam tecidos do
estobmago de ruminantes, ricos em proteases acidas. Da mesma forma, o latex da figueira, que
¢ rico na enzima ficina, também foi utilizado para a producdo de queijos na antiguidade. Ha
ainda registros de usos medicinais do latex da figueira e do proprio fruto da arvore, pelos
assirios, egipcios, sumérios e pelos habitantes de Pompeia, cidade italiana destruida em 79 d.C.,
os usos iam desde a remocao de excrecéncias da pele, até dores no estdbmago e ma digestao, ou
ainda como laxativo (Leonel e Sampaio, 2011; Fernandes, 2013).

Contudo, a presenca de catalisadores bioldgicos so6 foi oficialmente reconhecida e
comegou a ser estuda durante o século XVIII. Sendo que, a exploragdo comercial propriamente
dita das enzimas se iniciou durante a primeira guerra mundial, quando, devido a dificil situa¢ao
em que o mundo se encontrava, o desenvolvimento de processos de bioconversdo visando a
obtengdo, em larga escala, de varios produtos biotecnologicos como acidos organicos, vacinas,
vitaminas e enzimas foi iniciado. (Nelson e Cox, 2014; Bhunia et al., 2012).

Porém, alguns setores ofereceram resisténcia ao uso de enzimas em seus produtos,
gracas a desconfianca gerada apos incidentes que ocorreram em fabricas inglesas de detergentes
em 1969, em que o uso de enzimas, na forma de po, em detergentes foi relacionado ao
desenvolvimento de asma nos trabalhadores expostos ao produto, assim como alergias
desenvolvidas pelas pessoas que utilizaram os detergentes. O problema foi resolvido
posteriormente em 1971, quando pesquisadores americanos, através da encapsulacdo das
enzimas, refutaram qualquer risco de reacao alérgica ligado as enzimas (Flindt, 1969;
McAuliffe, 2012; Bernstein, 1972).

Atualmente, a aplicacdo de enzimas tem se disseminado nas mais diversas areas,
devido as vantagens que elas trazem quando comparadas a sintese via processos quimicos,

como por exemplo sua biodegradabilidade, caracteristica muito apreciada nos dias de hoje, em
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que busca-se cada vez mais processos limpos e ecologicamente amigéaveis. Esse fato, aliado ao
crescente aumento populacional vivenciado nas ultimas décadas, tem impulsionado o mercado
e aumentado a demanda por essas biomoléculas (Dewan, 2018; Ward et al., 2009).

De acordo com dados divulgados em relatorio técnico pela “Business
Communications Company Research”, o mercado global de enzimas movimentou, em 2018,
5,5 bilhdes de ddlares e a expectativa é que esse nimero suba para 7 bilhdes até 2023. Todavia,
o mercado brasileiro ainda ¢ pequeno, pois a maior parte das enzimas aqui consumidas ainda ¢
importada (Monteiro e Silva, 2009).

Porém, segundo informagdes divulgadas em relatorio técnico pelo Centro de Gestao
e Estudos Estratégicos (CGEE) do Governo Federal, o cenario ¢ promissor, ja que, devido ao
advento da quimica verde, hd programas de incentivo que fomentam a producao nacional de
produtos biotecnologicos, uma vez que o Brasil tem grande potencial para a producdo de
produtos biosustentaveis.

Entre os grupos de enzimas conhecidos, um dos maiores ¢ o das proteases. Ele ¢
responsavel por aproximadamente 60% das enzimas comercializadas mundialmente, sendo o
subgrupo das serina proteases alcalinas, o que apresenta a maior porcentagem de vendas,
chegando a 35% do total de enzimas de origem microbianas comercializadas. Tamanha
demanda ¢ garantida, principalmente, pelas industrias de detergentes, processamento do couro
e da carne, que sdo as maiores consumidoras dessa enzima (Bhunia et al., 2012; Rani et al.,
2012).

Assim como outras enzimas comercializadas, as serina proteases alcalinas sdo
produtos extracelulares de varios microrganismos pertencentes ao grupo dos bacilos. De modo
que o género Bacillus sp seja o mais explorado comercialmente. Contudo, o uso das proteases
apresenta desvantagens em relacdo a sua estabilidade, caracteristica imprescindivel para um
bom catalisador industrial. Os problemas podem ser desde a inativagdo térmica até a
autodigestdo da enzima, dependendo das condi¢des de manuseio (Anwar e Saleemuddim,
1998).

Embora segundo Bhunia et al. (2012), seja comum o uso comercial do caldo
fermentado que contém as enzimas sem prévia purificacdo, Takagi (1993) afirma que a etapa
de purificagdo ¢ importante para uma melhor compreensao do funcionamento da enzima, bem
como um estudo mais preciso de sua composi¢do e suas caracteristicas.

Desse modo, faz-se importante a investigacdo de novos organismos que oferecam

maior estabilidade ao produto, assim como diminuam o gasto relacionado a produgao, que de
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acordo com Harrison (2014) deve-se, em sua maior parte, ao processo de purificagdo, pois

geralmente ele ¢ composto de varias etapas, devido a da complexidade do meio.

1.1 OBJETIVOS

Caracterizar as enzimas produzidas, através da linhagem de Bacillus subtilis

escolhida, em relacdo a pardmetros bioquimicos selecionados, bem como verificar a aplicagao

da precipitacdo com metanol, acetona, etanol ou sulfato de aménio como possivel método de

pré-purificacdo das proteases de interesse.

Ao longo do desenvolvimento do projeto foram estabelecidos os seguintes objetivos

especificos:

Produzir, utilizando fermentacdo submersa (SmF) e via Bacillus subtilis
CBMAI-1302, as proteases a serem estudadas;

Determinar qual dos agentes precipitantes propostos proporciona a maior
recuperacao das enzimas de interesse;

Verificar a influéncia da concentracdo enzimatica inicial durante o processo de
precipitagdo;

Avaliar o impacto da precipitacdo na recuperagdo da enzima;

Caracterizar o extrato enzimatico obtido, visando-se obter os melhores valores
de temperatura e pH para a atividade enzimatica, assim como verificar o
comportamento das enzimas na presen¢a de alguns ions metalicos e agentes
inibidores. Deseja-se também verificar a estabilidade da enzima nos intervalos
de pH e temperatura escolhidos;

Obter a curva cinética associada a enzima.
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CAPITULO 2

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PROTEASES

2.1.1  Aspectos gerais

As proteases sao um grande grupo de enzimas responsdveis por catalisar o
rompimento de ligacdes peptidicas de proteinas, sendo classificadas como hidrolases, ja que
necessitam da presenga de agua para desempenhar sua funcdo, e sdo, por vezes, também
chamadas de enzimas proteoliticas (Murray, 2011).

As enzimas proteoliticas podem ser divididas em dois subgrupos, dependendo da
regido em que atuam nas biomoléculas, de modo que se a enzima for capaz de atuar nas
extremidades da proteina, clivando peptideos N-terminais ou C-terminais, ela pertencera ao
subgrupo das exopeptidases, enquanto que, se a enzima quebrar peptideos internos da proteina,
ela pertencera ao subgrupo das endopeptidases. Para fins industriais, o segundo subgrupo € o
mais importante (Murray, 2011; Ward et al., 2009).

Milhares de proteases tem sido isoladas e caracterizadas ao longo dos anos, porém
entre elas apenas algumas sdo comercialmente relevantes, pois elas apresentam diferengas em
suas propriedades, como o tipo de substrato ideal, local do sitio ativo, perfil de estabilidade e
mecanismo catalitico. Estas diferengas sao causadas pela alteragdo do grupo catalitico das
enzimas, o que faz com que sejam separadas ainda em 6 subgrupos, em funcdo do grupo
catalitico que contém, que pode ser serina, cisteina, dcido aspartico, metalo, treonina e acido
glutdmico. Sendo o mais abundante o das serino proteases, conforme mostrado na Figura 1
(Murray, 2011; Fedatto, 2004).

E possivel também separar as proteases em relacio ao pH ideal para que
desempenhem sua méxima atividade enzimatica. Desse modo, elas podem ser divididas em
acidas, para as enzimas com pH ideal de 2 a 5, sendo os fungos, os principais produtores de

proteases acidas. Neutras, para as que apresentam valores de pH ideal proximos de 7, tendo
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como principal fonte as plantas. E, por fim, as alcalinas, que sdo as que apresentam pH entre 8
e 11; as principais produtoras de proteases alcalinas sdo as bactérias, principalmente as do

género Bacillus (Murray, 2011; Fedatto, 2004).

Figura 1 — Grupos de protease identificados.

= Serino (34%)
Metalo (28%)

= Cisteina (22%)

= Acido Aspartico (7%)

= Desconhecido (1%)
Treonina (4%)

= Misto (3%)

= Acido Glutamico (1%)

Fonte: Adaptado de Contesini ef al. (2017).

De fato, o grupo catalitico ¢ responsavel por varias alteragcdes no funcionamento da
enzima, assim sendo as propriedades ideais de cada enzima variam em fun¢do do grupo

catalitico que elas contém, como pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1 — Principais propriedades dos grupos de protease.

Classificacio 1(\;[5;;2)1 molar pH ideal ;l;letglp(?g)t ura
Proteases Asparticas 30 - 45 3-5 40 - 55
Cisteina-proteases 34 -35 2-3 40 - 55
Metalo-proteases 19 -37 5-7 65 - 85
Serina-proteases 18 - 35 6-11 50-70

Fonte: Aguilar e Sato, 2018.

Diversos tipos de proteases apresentam importancia comercial, em especial as
neutras e as alcalinas, em virtude de propriedades significativas que elas exibem. A principal
aplicag¢do encontra-se no setor de producao de detergentes, gragas ao seu caracter alcalofilico e

a sua elevada estabilidade quando em contato com certos detergentes e surfactantes. O uso
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dessas enzimas também revolucionou a producdo de produtos de limpeza, ja que tornou possivel
a remog¢ao de depositos proteicos, principalmente manchas de sangue, pigmentos e certos
lipidios de forma menos agressiva e sem a necessidade de aquecer ou agitar excessivamente a
roupa, o que prolonga a vida 1til do produto (Rani ef al., 2012; Contesini et al., 2017; Hmidet
et al., 2009).

Outro segmento que ¢ um grande consumidor de proteases € o da industria téxtil e
do couro, j4 que as enzimas proteoliticas ajudam a reduzir a toxicidade dos efluentes do
processamento do couro durante o bronzeamento e também facilitam o processo de depilagao,
uma vez que as queratinases tem acdo comprovada na remocao de pelos, cabelos, unhas e penas,
além de melhorar a qualidade da pele durante o tratamento. Elas também aumentam a
resisténcia de fibras de tecidos ao encolhimento e podem ser utilizadas no tratamento da la
(Ward et al., 2009; Contesini et al., 2017).

A industria de alimentos também utiliza proteases em diversos setores. No setor de
laticinios elas sdo utilizadas para produzir queijos. Sdo também utilizadas na panificagdo, como
um modificador do gluten, para a diversificacao de produtos. Desempenham também um papel
importante na producao de cervejas, promovendo a solubilizacdo de proteinas da cevada, e
também na prevencdo da precipitagcdo de polifendis e oligossacarideos. Na industria da carne,
essas enzimas sdo muito utilizadas no processo de amaciamento, através da hidrolise de
proteinas fibrosas, como o coldgeno (Rani et al., 2012; Fernandes, 2013).

Outros segmentos menores que utilizam as proteases sao os da producao de aditivos
de ragdes animais, tratamento de residuos e desenvolvimento de farmacos. Contudo, este ultimo
¢ um setor promissor, ja que a sintese de fArmacos através de enzimas tende a ser mais amigéavel
com o ambiente. (Contesini et al., 2017; Anwar ¢ Saleemuddim, 1998).

As aplicagoes industriais sao exemplos do uso de proteases extracelulares, onde sua
habilidade de catalisar a quebra de grandes moléculas proteicas ¢ explorada. Todavia, a a¢ao
intracelular dessas enzimas desempenha importantes papéis nos organismos, tanto em
processos fisiologicos, destinados a manter o funcionamento saudével do organismo, quanto
em processos de desenvolvimento de patdégenos (Rani et al., 2012).

Diversos processos de regulagdo fisiologica executados pelos organismos sé sao
possiveis gragas a acdo das proteases, uma vez que a ocorréncia desses processos € uma resposta
a ativacao de zimogénios, que sdo precursores proteicos inativos sintetizados pelos organismos.

Essa ativagdo se da por meio de uma clivagem proteolitica, o que torna a proteina ativa e produz
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uma resposta rapida e irreversivel a determinado estimulo (Neurath e Walsh, 1976; Tremacoldi,
2009).

Alguns processos dependentes do mecanismo de ativacdo de zimogénios sdo a
coagulacdo sanguinea, o crescimento celular, o catabolismo proteico, a apoptose celular, o
transporte través de membranas, a liberagao de certos hormonios como a insulina e a formagao
de esporos em bactérias (Neurath e Walsh, 1976; Chang e Yang, 2000).

Embora sejam muito importantes para diversos processos realizados pelo
organismo, as proteases também podem oferecer riscos em certas condigdes, visto que sao
capazes de destruir proteinas que compoem células e tecidos, facilitando a proliferagdo, adesao,
migracdo e invasdo do organismo por células patogénicas, este processo ¢ observado em
doencgas como o cancer, aids, candidiase, malaria, Zika, dengue e também em doencas causadas
por fitopatégenos em plantas (Thomas et al., 2018; Cunico ef al., 2008; Tremacoldi, 2009).

Esse fato tem fomentado o desenvolvimento de inibidores enzimadticos, que sdo
substancias que provocam a inativacao das proteases, através da formacgao de complexos entre
a enzima e proteinas inibidoras. Alguns medicamentos utilizados contra doengas que dependem
de enzimas proteoliticas para seu desenvolvimento t€ém como principio ativo inibidores de
proteases, ¢ o caso, como exemplo, do Atazanavir, medicamento que compdem o coquetel
utilizado no tratamento de pacientes soro positivos para HIV. Ou ainda, do Suramin, droga que
vem sendo estudada por se mostrar eficaz contra a replicagdo do virus Zika (Neurath, 1984;

Rani et al., 2012; Cunico et al. 2007; Voss e Nitsche, 2020).

2.1.2 Mecanismo de acao

O principal fator ligado ao mecanismo de acdo da enzima ¢ o grupo catalitico que
ela contém, uma vez que essa informagdo definira sua especificidade, as propriedades
biocataliticas que ela vai possuir e também a regido do polipeptideo em que a enzima vai atuar.
Desse modo, aminoproteases e carboxiproteases, que sdo exopeptidases, irdo atuar nas
extremidades da proteina, liberando, no primeiro caso, apenas um aminoacido, dipeptideos ou
tripeptideos, € no segundo caso, apenas um aminodcido ou dipeptideos (Ward et al., 2009;
Rawlings e Bateman, 2019).

As carboxipeptidases podem apresentar 3 dos 6 grupos cataliticos conhecidos,
dividindo-se entdo em serina-carboxipeptidases, metalo-carboxipeptidases e cisteina-
carboxipeptidases. J& nas endopeptidases, que atuam no interior dos peptideos, ¢ possivel

encontrar os 6 grupos cataliticos. S3o eles: Serina-endopeptidases, cisteina-endopeptidases,
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aspartico-endopeptidases, metalo-endopeptidases, treonina-endopeptidases e proteases do
acido glutamico (Ward et al., 2009; Zanin e Moraes, 2004).

No caso das serina proteases, grupo mais abundante, o sitio ativo contém trés
residuos, sendo um serina (Ser), um histidina (His) e um &cido aspartico (Asp), também
conhecido como triade catalitica. A quebra de peptideos por essas enzimas, tende a seguir uma
reacdo de duas etapas. Inicialmente, ¢ formado, por meio de uma reacdo de acilagdo, um
intermediario enzima-peptideo que em seguida sofre um ataque nucleofilico pelas moléculas
de agua, resultando na separagdo do intermediario e liberacao do peptideo (Rao et al., 1998;
Rani et al., 2012).

As proteases do acido aspdartico apresentam em seu sitio ativo residuos de acido
aspartico (Asp), treonina (Thr) e glicina (Gly) e seu mecanismo de acdo se caracteriza por
apresentar uma catélise do tipo acido-base. As metalo proteases, por outro lado, vao depender
da ligacdo de um ion metalico bivalente a um residuo do tipo “His-Glu-Xaa-Xaa-His (HEXXH)
motif”, para que realizem a clivagem do peptideo. A especificidade das metaloproteinases muda
de acordo com o ion metélico utilizado (Rao et al., 1998; Rani et al., 2012).

J& as cisteina proteases vao realizar a hidrolise de derivados do acido carboxilico,
em um mecanismo de duplo sentido que envolve a formacdo geral acido-base e também a
hidrolise de um intermedidrio acil-tiol. As proteases do 4cido glutdmico contém o sitio ativo
acido glutdmico e glutamina que atuam, juntamente com as moléculas de agua, como
nucledfilos para quebrar os peptideos da proteina em um mecanismo acido-base distinto do das
proteases asparticas (Rao et al., 1998).

Por fim, as treoninas proteases apresentam um mecanismo distinto e complexo de
clivagem proteolitica que ainda contém algumas lacunas, contudo sabe-se que o seu mecanismo
¢ semelhante ao das serino proteases, de modo que utiliza um sistema complexo para ativar os
nucledfilos hidroxila secundarios para que executem a catalise (Sieber ef al., 2010; Ward et al.,

2009).

2.1.3 Hidrolise Enzimatica

A hidroélise enzimatica tem sido uma tendéncia nos ultimos anos, devido ao carater
renovavel que ela proporciona aos processos em que ¢ aplicada. A modificagdo de moléculas
através de enzimas vem mudando a defini¢do do que sdo residuos industriais, assim como a
forma de producdao de diversos setores. Dentre eles, biocombustiveis, petroquimico e

biotecnoldgico (Ogeda e Petri, 2010; Silva et al., 2015).
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Quando utilizada para modificar proteinas a hidrélise enzimatica fornece alguns
peptideos bioativos, que apresentam alto valor agregado, gracas as propriedades biologicas
desejaveis que eles exibem, como atividades anti-hipertensiva, imunoestimulante, antioxidante
e até mesmo inibi¢do ao crescimento de certos microrganismos patogénicos como Salmonella
enteritidis e Escherichia coli (Contesini et al., 2017; Daroit et al., 2012).

De acordo com Aguilar e Sato (2018), o uso de proteases para promover a hidrélise
enzimatica ¢ uma das mais promissoras aplicagdes para essas enzimas, uma vez que os produtos
gerados possuem alto valor agregado. O processo ¢ facilitado ainda, pela capacidade de
modificacdo de varios grupos funcionais oferecidos por essas enzimas. Contudo, como os
custos associados a essas reacdes sao altos, ¢ necessario o uso de fontes enzimaticas mais
baratas.

Nesse contexto, ¢ comum o uso de proteases derivadas de subprodutos, ou
provenientes de microrganismos, especificamente das bactérias pertencentes ao gé€nero
Bacillus, por fornecerem hidrolisados proteicos de 6tima qualidade e com aplicagdes mais
nobres, como a formulagdao de alimentos para criancas e alimentos especificos para dietas

terapéuticas (Contesini et al., 2017; Aguilar e Sato, 2018).

2.2 PRODUCAO E PURIFICACAO DAS PROTEASES

2.2.1 Biossintese das proteases

Os processos fermentativos, baseiam-se na biossintese de produtos por organismos
vivos e sdo encontrados com frequéncia na produgdo de bioprodutos, por causa da maior
facilidade que oferecem para a producdo dos compostos desejados e também significativa
reducdo no impacto ambiental, se comparados com a sintese quimica (Lima et al., 2001).

E possivel, de acordo com Rani et al. (2012), obter as enzimas proteoliticas de
diversas fontes, como plantas, animais e microrganismos. Contudo, a capacidade de producao
oferecida pelas células animais e vegetais ndo acompanham a demanda atual dessas enzimas,
tornando as células microbianas (bactérias e fungos) excelentes fontes, devido, principalmente,
a diversidade bioquimica e facilidade de manipulagdo genética que oferecem. De fato, dois
tercos do total de proteases produzidas sdo de origem microbiana (Gupta et al., 2003;
Sathishkumar ef al., 2015).

Dentre os microrganismos utilizados para a obten¢do de enzimas proteoliticas,

destacam-se as bactérias pertencentes ao género Bacillus, sendo um dos grupos mais
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explorados, uma vez que 50% do total de enzimas comercializadas sao produzidas por bacilos
(Ward et al., 2009).

O grande interesse industrial por esse grupo de bactérias, deve-se, principalmente,
a alta capacidade de secregao proteica que elas oferecem, que sé € superada por microrganismos
recombinantes. Porém, suas vantagens se estendem muito além disso, ja& que ndo sdo, com
exce¢do do grupo Bacillus cereus e Bacillus anthracis, patogénicas, apresentam produgao
extracelular, facilitando a purifica¢do, e também se desenvolvem utilizando varias fontes de
nutrientes (Contesini ef al., 2017; Bhunia et al. 2012).

Como grande parte dos integrantes do género, o Bacillus subtilis ¢ uma espécie de
bactérias gram-positivas e aerobias facultativas, que apresentam formato de bastonete, e
possuem a capacidade de formar enddsporos, podem ser facilmente encontradas no solo e sao
vastamente exploradas na industria, devido a sua versatilidade, pois produzem, dentre outros
compostos, antibidticos (bacitracina), biossurfactantes (surfactina) e enzimas (amilases e
proteases) (Nakano e Zuber, 1998; Jonk ef al., 2015; Pant et al., 2015).

Para a produgdo de proteases através de Bacillus, Contesini et al. (2017) afirmam
que o processo fermentativo mais utilizado atualmente ¢ a fermentagcdo submersa (SmF), que
corresponde a 90% do uso industrial. Esse método envolve o cultivo das células em um meio
isolado contendo nutrientes, oferecendo assim redugdo de contaminantes e tendo ainda como
vantagens a exigéncia de menores investimentos, curto periodo de crescimento celular e de estar
bem definido cientificamente.

De acordo com Aguilar e Sato (2018), a duragdo do processo fermentativo,
utilizando bactérias, tende a levar de 2 a 4 dias, e chega a produzir cerca de 30 g/L de enzimas.
Todavia, para bactérias do grupo Bacillus, Contesini et al. (2017) reportam duragdo proxima de
48 horas para a fermentagao na maioria dos géneros e produgao de até 2992 U/mL, utilizando
melhoramento genético.

Sathishkumar et al. (2015) também relatam maior producdo de enzimas apos 48
horas, utilizando bactérias Bacillus subtilis, provenientes de ascidias marinhas.

Para uma elevada produgao, ha dois fatores que sdo criticos, segundo Aguilar e Sato
(2018), pois vao influenciar diretamente no crescimento do microrganismo. O primeiro deles ¢
a composi¢ao do meio, sendo essa variavel responsavel por até 30% do custo total associado a
produgdo. O segundo engloba os pardmetros fisico-quimicos como temperatura de incubagao,

pH do meio, aeragdo durante o processo e tempo de duracdo da fermentagao.
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Em linhas gerais, diversas fontes de carbono e nitrogénio podem ser utilizadas na

biossintese das proteases, a Tabela 2, adaptada de Bhunia et al. (2012), contém as principais.

Tabela 2: Principais fontes de carbono e nitrogénio.

Fonte de Carbono Fonte de Nitrogénio

Melago (cana ou beterraba) Extrato de levedura

Soro de leite Extrato de semente de algodao
n-Alcanos Sangue seco

Gasoleo Caseina

Esgoto doméstico Farinha de amendoim
Residuos de celulose Farinha de soja

Fonte: Adaptado de Bhunia ef al. (2012).

Para a fermentacao utilizando microrganismos do género Bacillus subtilis, Moorthy
e Baskar (2013) obtiveram elevada produg¢do com meio a base de melago, de modo analogo,
Kim et al. (2016) conseguiram uma producao consideravel utilizando frutose e extrato de
levedura. Pant et al. (2015), por outro lado, encontraram, ap6s otimizacdes do meio, galactose
e peptona como as melhores fontes de carbono e nitrogénio, respectivamente, alcancando uma
producao de 263 U/mL.

Alguns autores testaram ainda residuos como substrato para a produgdo de enzimas
proteoliticas, deixando assim o processo ainda mais amigavel ao ambiente. Sathishkumar et al.
(2015) alcangaram uma boa produgdo através do uso de residuos agricolas, enquanto Hakim et
al. (2018) empregaram residuos organicos urbanos em estado solido para a produgdo obtendo

resultados positivos.

2.2.2  Purificacdo das enzimas

A etapa de separacdo da proteina de interesse do meio em que foi produzida,
comumente conhecida como “downstream”, € a parte mais dispendiosa de todo o processo de
produgdo de biomoléculas, em consequéncia da grande quantidade de operagdes que geralmente
sd0 necessarias para isolar o produto de interesse, uma vez que ele costuma estar contido em
um meio complexo e repleto de substancias, e também ao alto custo por tras de algumas dessas

operagdes (Walsh, 2014; Harrison, 2014).
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De acordo com Li et al. (2019) a etapa de purificagdo ¢ ainda, uma das fases mais
desafiadoras do processo de producdo de um bioproduto, pois requer o desenvolvimento de uma
estratégia minuciosa que encontre o equilibrio entre a pureza do produto, o custo do processo e
recuperacado da atividade da biomolécula alvo.

Um fator agravante ao processo de purificacdo ¢ a possivel perda de atividade da
biomolécula, pois diversas proteinas tendem a sofrer inativacao, ou até desnaturagao, durante a
etapa de “downstream”. Isso ocorre através de modificacdes conformacionais, que na pior das
hipoteses, sdo irreversiveis resultando em maiores custos do processo, ja que serdo necessarias
outras etapas para recuperar as proteinas (Jozala et al., 2016; Weijers e Van’t Riet, 1992a).

No caso das enzimas, Weijers € Van’t Riet (1992a) afirmam que a estabilidade ¢
ainda mais importante, ja que o termo estabilidade pode referir-se a estabilidade conformacional
da biomolécula e também a estabilidade catalitica. Enquanto a primeira refere-se a capacidade
da enzima em manter-se em um estado tridimensional compacto e globular de minima energia
livre, conhecido como estado nativo, a segunda esta ligada a capacidade da biomolécula de
manter sua funcdo biocatalitica, independente das condi¢gdes do meio em que esta inserida
(Jozala et al., 2016).

A purificagdo ¢ geralmente composta por trés etapas, na primeira delas, chamada
clarificacdo, a principal preocupacao ¢ remover as impurezas mais faceis e abundantes do meio,
para isso, operacgdes unitarias como centrifugacao e filtragdo sdo utilizadas. A segunda etapa,
conhecida por captura, preocupa-se em concentrar a biomolécula de interesse e, com essa
finalidade, técnicas como precipitacdo, extracao por solvente e didlise sao aplicadas. A etapa
final da purificagdo ¢ o polimento, nessa fase o objetivo ¢ a remocdo das substidncias mais
dificeis de separar, o que faz com que essa seja a parte mais cara do processo, ja que utiliza
técnicas de alta resolugdo como a cromatografia (Harrison, 2014; Forciniti, 2008; Li et al.,
2019).

Nesse sentido, encontrar operagdes unitarias eficientes, com boa seletividade, que
oferecam purificacdes satisfatorias, e cumpram o objetivo de cada etapa deve ser uma
preocupacao durante o desenvolvimento do trem de purificagdo, uma vez que a escolha da
operacdo errada trara prejuizos ao processo (Forciniti, 2008).

Embora os métodos de separagdo costumem variar, de acordo com o tipo de
substancia que se deseja separar, Ibrahim-Granet e Bertrand (1996), afirmam que para as
proteases a grande maioria das técnicas de separacdo conhecidas podem ser utilizadas com bons

resultados. Contudo, hd algumas técnicas cromatograficas mais especificas que se mostram



27

especialmente eficazes na purificagdo de proteases. Sdo elas cromatografia de afinidade com
antibidticos imobilizados e cromatografia de afinidade com certos corantes imobilizados.
Ambas as técnicas se baseiam em interacdes hidrofobicas entre a enzima e os ligantes

imobilizados para garantir a separagao (Stepanov et al., 1981).

2.2.3  Precipitacio

Dentre as diversas técnicas disponiveis para a purificagdo de biomoléculas, a
precipitagdo ¢ a mais utilizada, principalmente, para isolar o material de interesse, pois promove
ao mesmo tempo a concentragdo e a purificagdo da proteina desejada. Essa versatilidade, faz
com que ela possa ser utilizada em mais de uma etapa do trem de purificacdo, garantindo bons
resultados no processo € diminuindo os custos (Bhunia ef al., 2012; Forciniti, 2008).

A precipitacdo ¢ uma técnica antiga, ja que os primeiros registros do seu uso datam
de 1789. Entretanto, a sua aplicagdo na purificagdo de proteinas foi iniciada apenas durante a
segunda guerra mundial, para o fracionamento dos componentes do sangue humano (Dos
Santos et al., 2017). Desde entdo, diversas pesquisas foram realizadas e, gragas a isso, hoje a
técnica ¢ empregada no processo de obtencao de diversos bioprodutos como ovalbumina, lipase,
elastase, protease e lactose, sendo que, de acordo com Gagnon (2012), a técnica apresenta
potencial para ser usada em muitos outros processo.

Nao por acaso, essa operacao foi uma das primeiras técnicas a serem utilizadas na
separacdo de biomoléculas, ja que a lista de vantagens que apresenta frente as demais é extensa,
dentre elas destacam-se a sua simplicidade e facilidade de execug¢@o, diversas opcdes de agentes
precipitantes, facilidade de ampliacao de escala, rapidez e baixo custo. Em contrapartida, a
técnica deixa a desejar em termos de resolucdo, j& que nao possui elevada capacidade de
purificacdo, principalmente se for executada em uma Unica etapa (Pessoa Junior e Kilikian,
2005; Dos Santos et al., 2017).

Desse modo, a precipitagdo ¢ comumente utilizada em etapas iniciais da
purificagdo, para reducao de impurezas abundantes. Contudo, para meios com menor teor de
impurezas, como os provenientes de fermentagdes utilizando bactérias que produzem proteinas
extracelulares, a precipitacdo mostra-se bastante eficiente, podendo, de acordo com o grau de
pureza exigido, realizar a purificacdo em uma unica etapa (Pessoa Junior e Kilikian, 2005;
Bhunia et al., 2012).

Existem duas estratégias principais que podem ser empregadas para que a

precipitag@o ocorra, a primeira delas ¢ a promog¢do de uma reducao da concentra¢do da proteina
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no meio, através da adi¢do de grandes quantidades de um agente quimico que provoque a
alteracdo da natureza do solvente em sua totalidade, tais como solventes organicos ou sais
neutros. A segunda, envolve a utilizagao de agentes quimicos que possuam interagdes diretas
com a proteina alvo, nesse caso, pequenas adi¢cdes de agentes como, acidos, bases ou certos
ions metalicos sao suficientes (Bell ez al., 1983).

Independente da estratégia utilizada, o objetivo é 0 mesmo: consiste em gerar uma
perturbagdo quimica ou fisica, provocada pelo agente precipitante, que tende a promover a
formacdo de conglomerados proteicos insoluveis, visiveis a olho nu, e que posteriormente irdo
depender de operagdes de separacdo solido-liquido, como filtragdo ou centrifugagdo, para ser
separado da solucdo (Hatti-Kaul e Mattiasson, 2003).

Um dos fatores mais importantes que deve ser levado em consideracao ao se utilizar
a precipitacao € a solubilidade da proteina, uma vez que o principal objetivo ¢ reduzir esta
solubilidade a um ponto em que ela ndo seja mais soluvel no meio em que esta contida (Englard
e Seifter, 1990).

As principais variaveis ligadas a solubilidade sdao a temperatura e o pH, sendo o
segundo especialmente importante, ja que alteragdes no pH provocam mudangas nas cargas
elétricas superficiais das proteinas, e essas cargas sao responsaveis por determinar o grau de
solubilidade da molécula. Tamanha ¢ a importancia do controle dessas cargas que a variavel
mais utilizada para se estudar a precipitacio de um composto € o ponto isoelétrico (pI), que
indica o pH no qual a carga global da biomolécula ¢ zero, tendo assim a minima solubilidade
possivel (Pessoa Junior e Kilikian, 2005; Bell ef al., 1983).

O tipo de agente precipitante utilizado também é um pardmetro importante, uma
vez que vai definir qual o método de precipitagdo que serd utilizado, ja que ao modificar o tipo
de agente o principio de interacdao entre as moléculas, pelo qual o controle de cargas elétricas
da proteina ¢ feito também muda (Pessoa Junior e Kilikian, 2005). A Tabela 3 lista os principais
métodos de precipitacdo disponiveis, assim como suas vantagens e desvantagens.

Como ja mencionado, a vasta quantidade de agentes precipitantes existentes ¢ um
grande atrativo dessa técnica, dentre esses, os mais utilizados sdo os sais neutros, em especial
o sulfato de amonio. No entanto, a precipitacdo através de solventes organicos como acetona,
metanol, etanol e butanol mostra-se promissora e vem sendo aplicada na purificagdo de diversas
proteinas (Englard e Seifter, 1990; Gupta ef al., 2003; Pinheiro et al., 2016).

O diferencial que faz com que o sulfato de amonio seja o agente precipitante mais

utilizado, sd@o suas inimeras vantagens em relacdo aos outros sais, esse sal possui alta
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solubilidade, mesmo em temperaturas proximas de zero, € barato, pode ser facilmente obtido e
também possui acdo estabilizante sobre as proteinas, caracteristica essa muito atrativa. Porém,
ha alguns fatores que exigem cautela em seu uso, sendo os principais seu carater corrosivo, que
causa maior manutencdo dos equipamentos e também a necessidade de tratamento dos

efluentes, ja que pode provocar eutrofizagdo (Bell et al., 1983; Bhunia et al., 2012).

Tabela 3 — Principais métodos de precipitagdo disponiveis.

Precipitante Principio Vantagens Desvantagens

Sais neutros Interagdes hidrofobicas - Baixo custo - Corrosivo
pela redu¢do da camada

de hidratacdo da proteina Uso universal - Liberagao de amo-

nia em pH alcalino

Polimeros Exclusdo da proteinada - Pequena quantida- - Aumento da
ndo-i6nicos fase aquosa reduzindo a de de precipitante viscosidade
quantidade de 4dgua dis-
ponivel para a solvatagao
da proteina

Calor Interacdes hidrofobicas e - Baixo custo - Risco de
interferéncia das molécu- T desnaturagao
. .~ - Simplicidade
culas de agua nas ligaco-
es de hidrogénio

Polieletrolitos ~ Ligagdo com a molécula - Pequena quantida- - Risco de
de proteina atuando como  de de precipitante desnaturagdo
agente floculante

Precipitacdo Neutralizacao da carga - Pequena quantida- - Risco de
isoelétrica global da proteina pela de de precipitante desnaturagao
alteracdo do pH do meio
Sais metdlicos ~ Formacdo de complexos - Pequena quantida- - Risco de
de de precipitante desnaturagao
Solventes Reducao da constante di- - Facilidade de - Risco de
organicos elétrica do meio aumen- reciclagem desnaturacdo

tando as interagoes ecle-
trostaticas intermolecu-
lares

- Facil recuperacdo - Inflaméavel e
do precipitado explosivo

Fonte: Adaptado de Pessoa Junior e Kilikian, 2005

Diversos autores reportam bons resultados ao associarem a precipitagdo com
técnicas cromatograficas durante o processo de purificagdo de proteases, destacam-se Li et al.

(2018), Dorra et al. (2018), Benmrad et al. (2018) e Rekik et al. (2019).
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Pant et al. (2015), Sathishkumar et al. (2015), Farhadian et al. (2015) e Yang et al.
(2000) obtiveram bons resultados ao utilizar a precipitagdo com sulfato de amdnio nas etapas
iniciais da purificagdo de proteases provenientes de Bacillus subtilis.

Marathe et al. (2018) também purificaram enzimas provenientes da mesma
bactéria, porém utilizando precipitacdo isoelétrica. De modo andlogo, Rai ¢ Mukherjee (2010)
e Xu et al. (2019) combinaram precipitagdo com etanol e métodos cromatograficos para
purificar proteases do mesmo género de Bacillus.

Thakur et al. (2018) purificaram proteases de Bacillus sp utilizando precipitagdo
com etanol. Da mesma forma, Wahab e Ahmed (2018) também utilizaram etanol para purificar
proteases provenientes de Aspergius niger. Da Silva et al. (2018), por outro lado, usaram
acetona na purificagdo de proteases de Aspergilus tamari. Enquanto, Soares et al. (2011)
avaliaram o uso de etanol e sulfato de amonio na precipitagdo de bromelina. Por fim, Pinheiro
et al. (2016) e Watanabe et al. (2009) estudaram a influéncia da quantidade de solventes

organicos e sais, além da concentracdo inicial de proteinas na precipitagdo de lisozima.

2.3 CARACTERIZACAO

2.3.1 Influéncia de diversos fatores na atividade da enzima

De acordo com Anwar e Saleemuddim (1998), uma desvantagem do uso das
proteases € sua propensao a inativagdo, o que exige cautela tanto no manuseio quanto na forma
de armazenamento dessas enzimas. Nesse sentido, € possivel notar que a estabilidade da enzima
produzida ¢ um fator limitante na escolha do microrganismo que se vai trabalhar e, por esse
motivo, executar a caraterizacdo da enzima produzida ¢ fundamental para a definicdo de tais
parametros.

Os problemas com a estabilidade e os riscos de inativagdo tem gerado um maior
interesse por enzimas que sejam mais resistentes a altas temperaturas e agentes inativantes,
como alguns solventes organicos, e também por técnicas de melhoramento genético. Outra
estratégia promissora para superar essa dificuldade ¢ a imobilizagdo da enzima, uma vez que
1Ss0 a torna mais estavel, principalmente para ser armazenada (Thakur et al., 2018; Kasana et
al.,2011; Anwar e Saleemuddim, 1998).

Outro fator importante, segundo Aguilar e Sato (2018) ¢ que enzimas produzidas
por diferentes microrganismos, ou até mesmo por microrganismos da mesma espécie, porém

de linhagens diferentes, apresentam diferengas em seu comportamento bioquimico, devido a
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alteracdo das melhores condicdes para que a biomolécula desempenhe sua maxima atividade
biologica, sendo necessario conhecer essas condigdes.

Calik ef al. (2001) afirmam que alteragdes de parametros como temperatura e pH,
podem nao sé influenciar na sintese do produto desejado, como também provocar a inativagao
dos produtos formados. De maneira analoga, Zhang et al. (2019) asseguram que os ions Ca>"
em certas concentragdes, aumentam a atividade enzimdtica das proteases na produgdo via
Bacillus.

Para uma segura avaliacao das caracteristicas bioquimicas da enzima, os parametros
que sdo frequentemente escolhidos sdo a temperatura e o pH, nos quais ela tende a alcangar sua
maxima atividade catalitica, estabilidade enzimatica frente a variagdes nos valores de
temperatura ¢ do pH, efeito de alguns ions metalicos, efeito de inibidores e também os
parametros cinéticos associados a enzima (Silva et al., 2009; Sayem et al., 2006; Sathishkumar

et al., 2015).

23.1.1 pH

Ao se trabalhar com proteases, o pH € o principal parametro utilizado para
identificar a qual grupo a enzima pertence, isto &, se ela ¢ uma protease alcalina, dcida ou neutra.
Além disso, alguns autores reportam variagdes no pH como sendo um fator potencialmente
responsavel pela perda na atividade ou até a inativagcdo de enzimas, pois a maior parte das
enzimas tende a perder significativamente sua atividade quando submetidas a variagdes em
torno de seu pH ideal (Patel et al., 2019; Farhadian et al., 2015; Hakim et al., 2018).

Nesse cendrio, as enzimas produzidas por bactérias do grupo Bacillus sao
promissoras, ja que, em conformidade com Contesini et al. (2017), além de apresentarem valor
de pH ideal no intervalo entre 6 e 10, sendo em sua maior parte alcalinas, também apresentam
uma notavel estabilidade a alteracdo desses valores, o que garante o melhor desempenho em
condi¢des operacionais menos amigaveis.

Sathishkumar et al. (2015) reportam que proteases obtidas a partir de uma linhagem
de Bacillus subtilis provaram ser consideravelmente estaveis, exibindo atividade superior a
60% no intervalo de pH entre 5 e 12, e 100% com valores de pH compreendidos entre 9 e 11.
Yang et al. (2000) por outro lado, reportaram menor estabilidade ao trabalhar com bactérias do

mesmo género, mantendo a estabilidade apenas no intervalo entre 7 € 9.
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2.3.1.2 Temperatura

Assim como o pH, a temperatura também ¢ um fator diretamente ligado com a
estabilidade e perda de atividade de enzimas, de acordo com Sayem et al. (2006), uma variagao
de aproximadamente 10 °C pode fazer com que certas linhagens de enzimas rande parte de sua
atividade, além de acelerar a perda da atividade remanescente. Por esse motivo, especial atengao
¢ dada a enzimas que sejam mais resistentes a variagdes na temperatura, conhecidas como
enzimas termoestaveis (Abu-Kudhir et al., 2019; Promchai et al., 2018).

Segundo Pant et al. (2015), proteases provenientes de bactérias do género Bacillus
destacam-se por serem termoestaveis e, por isso, sempre tiveram alta demanda industrial. Além
disso, Contesini et al. (2017) afirmam que bactérias desse género apresentam significativa
estabilidade em um grande intervalo de temperaturas, variando de 37 °C a 60 °C.

Thakur et al. (2018) reportaram boa estabilidade térmica ao trabalhar com proteases
obtidas por uma linhagem de Bacillus subtilis, eles observaram que a temperatura ideal para
maxima atividade foi de 65 °C e ela se mostrou capaz de manter 75% dessa atividade a 75 °C.
Promchai et al. (2018), de modo analogo, ao comparar proteases produzidas por uma linhagem
de Halobacterium salinarum com as de uma linhagem recombinante de Bacillus subtilis,
concluiram que a segunda ¢ mais apropriada para o uso industrial, j4 que ¢ mais resistente a

temperatura, apresentando temperatura ideal em torno de 60 °C.

2.3.1.3 Agentes inibidores

Os agentes inibidores de proteases sao reguladores de atividade que reduzem ou
inibem a atividade acentuada ou descontrolada das enzimas do género. Podendo ser encontrados
em diversos organismos, desde tecidos animais e vegetais até microrganismos. Estes inibidores
tem importantes papéis na inativacdo de enzimas envolvidas no desenvolvimento de certas
doengas humanas como cancer, hepatite, AIDS e trombose (Cotabarren et al., 2020; Monteiro
e Silva, 2009).

Contudo, a a¢do de inibidores prejudica a catdlise enzimatica em alguns produtos,
como ¢ o caso dos detergentes industriais, que constituem o maior mercado para as proteases;
Alguns surfactantes, como o Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) e Triton X-100 sdo reportados
como inibidores de proteases, quando presentes em certas concentragcdes no produto final.
Nesse sentido, os mecanismos de inibi¢cdo das proteases vém sendo estudado hé algum tempo,

com o intuito de tornar os produtos mais estaveis (Shamsi ef al., 2016; Hammani et al., 2018).
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Helal et al. (2012) reportam boa estabilidade de proteases provenientes de
microrganismo do género Bacillus subtilis ao surfactante Triton X-100 com concentragdo em
torno de 1% porém, um aumento da concentracdo do reagente para 5% resultou na perda de
21% da atividade da enzima. De modo analogo, a presenga do detergente SDS na concentracdo

de 1% em solucdo, fez com que houvesse uma perda de atividade de 40%.

23.14 fons metélicos

A influéncia de ions metdlicos ¢ um parametro frequentemente estudado na
caracterizagdo de enzimas, ja que, de acordo com Zhang et al. (2019) eles agem como
ativadores para elas, sendo responsaveis nao s6 por modificar sua atividade, como também sua
estabilidade. Desse modo, ¢ comum o uso de ions metalicos como estabilizantes com o objetivo
de aumentar o tempo de armazenamento das enzimas (Sayem et al., 2006).

Para proteases provenientes de bactérias do grupo Bacillus, a presenca de ions dos
metais calcio, manganés e magnésio sao frequentemente reportadas como benéficas, pois atuam
na manutenc¢ao da conformagao ativa da enzima, aumentando assim a sua atividade. Por outro
lado, os ions dos metais merctrio, niquel, zinco e cobre comumente sdo reportados como
inibidores de atividade (Hammani et al., 2018; Zhang et al., 2019; Hakim et al., 2018).

Hakim et al. (2018) relatam o efeito positivo ao utilizar os ions Ca*" e Mg** em
proteases produzidas a partir da bactéria Bacillus subtilis. Segundo os autores, a atividade
chegou a ser aumentada em até 25% na presenca desses ions, porém na presenca dos ions Fe**,
Zn>" e Hg*" a atividade foi fortemente inibida. Os autores afirmam ainda que as informagdes de
interacdes com metais podem ser utilizadas para identificar a qual familia pertence a protease

estudada.

23.1.5 Parametros cinéticos

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos tentando descrever os mecanismos
cataliticos das reacdes enzimaticas, dentre eles, especial atengdo ¢ dada para o modelo cinético
de Henri-Michaelis-Menten. Uma vez que, a equacao proveniente desse modelo, permite obter
informacdes importantes para a utilizacdo de enzimas a nivel industrial, como a velocidade das
reacOes enzimaticas ou ainda o grau de afinidade e a ligacdo entre enzimas provenientes de
diferentes fontes ¢ um dado substrato (Monteiro e Silva, 2009).

Os dois parametros obtidos pela equacdo de Henri-Michaelis-Menten permitem

descrever a atividade de uma enzima, pois irdo informar a quantidade méxima de produto
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formado em um dado tempo (Vmax) e, através da constante de Michaelis (Km), qual a
concentragdo de substrato em que se obtém uma velocidade de reagdo igual a metade da maxima
velocidade obtida (Dorra et al., 2018; Monteiro e Silva, 2009).

Desse modo, obter os parametros cinéticos associados a novas linhagens
enzimaticas ¢ muito importante, pois permite quantificar qudo vantajoso € o seu uso frente as
outras enzimas existentes, visto que os pardmetros cinéticos estdo ligados diretamente a
eficiéncia catalitica da enzima (Dorra et al., 2018).

Farhadian ef al. (2015) reportam valores dos parametros de Vmax e Km de 1183
M/min e 2,499 mg/mL, respectivamente, ao trabalharem com proteases provenientes de
Bacillus subtilis. De modo anélogo, Suberu et al. (2019) obtiveram valores de Km iguais a 2,80
mg/mL, utilizando enzimas provenientes de bactérias do mesmo género. Vale ressaltar que

ambos os autores utilizaram caseina como substrato.
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CAPITULO 3

3. MATERIAL E METODOS

Neste capitulo ¢ apresentado o material e os métodos utilizados ao longo de todo o
processo de obtengao, pré-purificagdo e caracterizacao da protease aqui estudada.

Os ensaios experimentais deste trabalho, que compreendem desde o cultivo das
bactérias e execucdo das fermentagdes até a realizagdo dos estudos de precipitagdo e
caracterizacdo da enzima, foram conduzidos no Laboratorio de Processos de Separacao II
(LPSIT) do Departamento de Engenharia de Sistemas Quimicos (DESQ) da Faculdade de
Engenharia Quimica (FEQ) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

3.1 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

3.1.1  Cepa de bactérias Bacillus subtilis

A cepa da bactéria Bacillus Subtilis, utilizada para obter a enzima, foi adquirida
pelo LPSII junto a Colecao Brasileira de Microrganismos de Ambiente e Industria (CBMAI),
localizada no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA)
da UNICAMP, onde encontra-se armazenada sob o cédigo CBMAI - 1302. E o laudo de
autorizagdo da utilizagdo do microrganismo, gerado pelo SISGEN, encontra-se no final deste

trabalho, sob forma de anexo.

3.1.2 Material utilizado

Todos os reagentes e sais utilizados foram de pureza analitica. As Tabela 4, 5 e 6
listam os nomes, as aplicagdes e os respectivos fornecedores para os reagentes utilizados em

cada uma das 3 etapas que compuseram este trabalho.



Tabela 4 — Material utilizado para o cultivo das bactérias e biossintese.
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Reagente Aplicagao Fornecedor
Agar bacteriologico Cultivo da bactéria VWR
Dextrose anidra (Glucose) P.A. Indculo Dindmica®
Extrato de carne Cultivo da bactéria OXOID
Extrato de levedura Fermentacao KASVI
Fosfato de sddio bibasico anidro P.A.  Ajuste de pH Synth®
Leite em p6 desnatado Fermentagao Piracanjuba

Peptona bacteriologica

Cultivo da bactéria e inoculo  KASVI

Tabela 5 — Material utilizado para os estudos de precipitacao.

Reagente Aplicacao Fornecedor
Acetona P.A. Agente precipitante Synth®
Alcool etilico P.A. Agente precipitante Dinamica®
Fosfato de sddio bibasico anidro P.A. Tampao Synth®
Fosfato de s6dio monobasico anidro P.A.  Tampao Synth®
Metanol P.A. Agente precipitante Chemco
Sulfato de amonio P.A. Agente precipitante Synth®




Tabela 6 — Material utilizado para a caracterizacdao da enzima.
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Reagente Aplicagao Fornecedor
Acido citrico anidro P.A. Tampao Synth®

Acido cloridrico P.A. Tampao Synth®

Acido tricloroacético (TCA) P.A. Atividade Dinamica®
Alcool etilico 95% P.A. Atividade ECIBRA
Azocaseina Atividade Sigma-Aldrich
Bicarbonato de sodio P.A. Tampao Synth®
Carbonato de sodio anidro P.A. Tampao CAQ

Citrato de sodio dihidratado P.A. Tampao Synth®
Cloreto de calcio dihidratado P.A. Caracterizagao Synth®
Cloreto de mercurio (II) anidro Caracterizagao Quimica moderna
Cloreto de niquel (II) anidro Caracterizagao Sigma-Aldrich
Dodecil sulfato de sédio (SDS) 90% puro Caracterizagao Synth®

EDTA sal dissodico P.A. Caracterizagio Synth®
Fosfato de sddio bibasico anidro P.A. Tampao Synth®
Fosfato de s6dio monobdsico anidro P.A. Tampao Synth®
Hidroxido de sédio P.A. Tampdo e atividade ~Synth®
Reagente Colorimétrico de Bradford Proteinas totais Bio-Rad
Sulfato de cobre (II) pentahidratado P.A. Caracterizagao Synth®

Sulfato de ferro (II) heptahidratado P.A. Caracterizagao Avantor
Sulfato de magnésio heptahidratado P.A. Caracterizagao ECIBRA
Sulfato de manganés (II) monohidratado P.A.  Caracterizagao Ludwig
Sulfato de zinco (II) heptahidratado P.A. Caracterizagao Synth®
Tris-hidroximetil aminometano P.A. Tampao Synth®

Triton X-100 Caracterizagao CAQ

3.1.3 Equipamento utilizado

A seguir, sdo apresentados nas Tabelas 7, 8 e 9, as especificacdes técnicas, as

aplicagdes e os respectivos fornecedores para os equipamentos utilizados em cada uma das 3

etapas que compuseram este estudo.



Tabela 7 — Equipamentos utilizados para o cultivo das bactérias e biossintese.

38

Equipamento Aplicagio Fornecedor
Agitador magnético C-MAG HS 4 Preparo solucdes IKA
Agitador orbital AJX-SK180 Condugao das fermentacdes Micronal
Alga de platina Inocular bactérias -

Autoclave 12L analdgica Esterilizar solugoes Stermax
Balanga analitica AUY220 Pesagem de reagentes Shimadzu
Bico de Bunsen Inocular bactérias -

Centrifuga refrigerada Velocity 14R  Separar células Dynamica

Destilador portatil Preparo de solugdes Bio Water System
Espectrofotometro AJX-1900 Verificar D.O. Micronal
Estufa 515 Crescimento das bactérias Fanem
Freezer CVU26 Conservar microrganismos  Consul
Peagametro PH-221 Ajuste de pH Lutron

Tabela 8 — Equipamentos utilizados para os estudos de precipitagao.
Equipamento Aplicacao Fornecedor
Agitador magnético C-MAG HS 4  Preparo solugdes IKA
Banho ultratermostato 521-2D V1 Ensaios de precipitagdo Ethik Technology
Barra magnética Preparo solucdes -
Béquer encamisado de vidro Ensaios de precipitagdo PYREX®
Centrifuga refrigerada Velocity 14R  Precipitagdo e quantificagdo  Dynamica
Termometro de precisdo ETS-D5 Ensaios de precipitacao IKA

Tabela 9 — Equipamentos utilizados para a caracterizago da enzima.
Equipamento Aplicacao Fornecedor
Agitador magnético C-MAG HS 4 Preparo tampdes IKA
Banho ultratermostato 521-2D V1 Ensaios de caracterizacao Ethik Technology
Barra magnética Preparo tampdes -
Centrifuga refrigerada Velocity 14R  Quantificagdo Dynamica
Espectrofotometro AJX-1900 Quantificacao Micronal
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Para a execug¢do das fermentacdes foi adaptado o equipamento mostrado na Figura
2, com o intuito de controlar a temperatura ao longo do processo. Dessa forma, o agitador orbital
foi utilizado dentro de uma caixa de madeira com dimensdes 46 cm x 46 cm x 39 cm. Dentro
da caixa, foi instalado um sistema controlador de temperatura, construido utilizando um
microcontrolador Arduino Uno, um display LCD 16x2, um moédulo de relé de dois canais, um
sensor de temperatura LM35, um cooler com dissipador de calor, um moédulo Peltier e uma
fonte de alimentagao.

O equipamento construido possuia dois principais objetivos: o primeiro era manter
a temperatura dentro da caixa homogénea, através de uma ventoinha que reduzia a formagao de
gradientes de temperatura e o segundo era aquecer o ar no interior da camara, sempre que este
estivesse abaixo de 27,8 °C.

O dispositivo construido foi previamente testado e se mostrou capaz de manter a

variagao de temperatura dentro de um intervalo satisfatorio.

Figura 2 — Equipamento utilizado na fermentagao.

3.2 METODOS

3.2.1  Cultivo dos microrganismos

As bactérias foram cultivadas e replicadas obedecendo a metodologia de Ehrhardt
(2015), desse modo, foram realizados repiques mensais da cepa original de bactérias adquirida.
Os repiques foram realizados em tubos de vidro, nos quais foram adicionados 3 mL
do meio agar nutriente (ANVISA, 2004), composto por 0,3% de extrato de carne, 0,5% de

peptona e 1,5% de agar bacterioldgico dissolvidos em agua destilada. Em seguida, os tubos
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foram autoclavados por 15 minutos e deixados em repouso até atingirem temperatura ambiente.
Decorrido esse periodo, procedeu-se com a inoculagdo, através da alga de platina e bico de
Bunsen. Apos a inoculagdo, os tubos foram incubados na temperatura de 37 °C por 24 horas

para crescimento das colonias de bactérias e depois foram mantidos sob refrigeragao a 4 °C.

3.2.2 Inoculo

O meio utilizado para o indculo foi elaborado de acordo com a metodologia de
Melani et al. (2019), desse modo, foi preparado, com ajuda de um agitador magnético, a solugdo
composta por 4% de dextrose anidra e 1% de peptona, enquanto o pH foi ajustado para 7,0 com
solugdo de fosfato de sddio bibasico 0,5 M. Em seguida, foram transferidos 50 mL dessa
solucdo para Erlenmeyers de 200 mL, que foi autoclavado a 120 °C por 15 minutos.

Apos a solugao esfriar, a bactéria foi inoculada, em ambiente asséptico, utilizando-
se a al¢a de platina e o bico de Bunsen, a partir de um dos tubos de repique preparados. Depois,
o Erlenmeyer foi vedado e conduzido a incubagdo agitada de 200 rpm e 28 °C, por 48 horas no
aparato descrito anteriormente na Figura 2.

Apos o periodo de incubacgdo, foi retirada uma aliquota, visando-se analisar a
densidade 6tica a 625 nm, a leitura obtida foi utilizada para ajustar o volume de inoculo a ser
adicionado no meio de fermentagdo, tomando por base que a absorbancia ideal deveria estar no

intervalo entre 0,08 a 0,1.

3.2.3 Fermentacao e preparo do extrato enzimatico

O meio fermentativo também foi baseado em Melani et al. (2019), contudo contou
com algumas modificacdes recomendadas pela propria autora, que esta desenvolvendo sua
pesquisa no mesmo laboratorio em que esta Dissertacao foi elaborada.

Dessa forma, o meio utilizado na fermentagao foi composto por 1,74 g/L de extrato
de levedura e 10 g/L de leite em pd desnatado. 100 mL do meio foram transferidos para um
Erlenmeyer de 250 mL que foi, em seguida, autoclavado a 120 °C por 15 minutos. Depois, com
base no valor de densidade o6tica ideal, 10 mL do in6culo foram transferidos para o meio de
fermentacgao esterilizado, com a ajuda de uma pipeta de vidro, e ele foi submetido a incubagao
agitada de 200 rpm e 28 °C por 60 horas no aparato da Figura 2.

Decorrido o tempo da fermentagdo, o material foi centrifugado a 3.500x G por 15
minutos e a 20 °C, visando separacao das bactérias. O sobrenadante foi coletado e dividido em

iguais volumes de 20 mL em tubos Falcon que foram, em seguida, congelados visando a
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conservagdo da atividade enzimatica, enquanto que o pellet de bactérias formado foi

autoclavado e devidamente descartado.

3.2.4 Atividade enzimatica

Para a determinagdo da atividade proteolitica foi utilizado o método colorimétrico
utilizado por Charney e Tomarelli (1947), desse modo, 125 pL do extrato enzimatico foram
adicionados em tubo Eppendorf juntamente com 125 pL de solucdo de azocaseina 1%,
solubilizada em etanol e com o tampao fosfato 0,1 M (pH 7,0). O tubo foi incubado a 37 °C por
15 minutos e logo em seguida, foram adicionados 750 pL de solugdo de TCA 5%. O material
foi entdo centrifugado por 5 minutos a 6.000x G, o sobrenadante foi separado e a ele adicionou-
se 1 mL de solucao de hidroxido de s6dio 0,5 M.

Por fim, a leitura da solu¢dao foi realizada em espectrofotometro UV-VIS, no
comprimento de onda de 440 nm. A quantificacdo ¢ baseada na interpretacdo de que uma
unidade de atividade corresponde a quantidade de enzima necessaria para produzir um

incremento de uma unidade na densidade 6tica a 440 nm em 1 hora.

3.2.5 Proteinas totais

Para a determinagdo das proteinas totais, foi utilizado o método colorimétrico de
Bradford (1976), técnica que explora a capacidade das proteinas de ligarem-se a corantes. Nas
analises, foi utilizado o Reagente colorimétrico de Bradford, fornecido pela Bio-Rad. O
procedimento consistiu em pipetar 20 pLL do extrato enzimdtico para um tubo Eppendorf,
seguido da adicdo de 1 mL do Reagente diluido em dgua na propor¢ao 1:4. A mistura foi agitada
e incubada a temperatura ambiente por, 5 minutos, depois foi analisada em espectrofotometro
UV-VIS, no comprimento de onda de 595 nm.

A curva de determinacao foi construida tendo-se como padrdo a proteina albumina

do soro bovino (BSA) e encontra-se, como apéndice, no final desta dissertacao.

3.2.6  Ensaios de precipitacido

Para os experimentos de precipitacdo, foram utilizados etanol, acetona, metanol e
sulfato de amonio como agentes precipitantes, com o intuito de verificar qual deles seria o mais
apropriado para a enzima estudada. Todos os agentes foram resfriados a -5 °C antes das

analises.
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Os ensaios foram executados, com base na metodologia proposta por Englard e
Seifter (1990). Desse modo, adicionou-se o agente precipitante em, previamente resfriado, em
diversas concentragdes (20, 40, 60 e 80% p/v), por gotejamento, ao extrato bruto enzimatico, o
volume do extrato enzimatico foi de 20 mL.

Durante a adicdo do agente, a solucdo foi submetida a agitacdo e sob refrigeragao
constante em temperaturas em torno de 0 °C. Ao atingir a concentragdo pretendida para o agente
precipitante, a mistura foi deixada em repouso por 20 minutos, para que atingisse o equilibrio
termodindmico. Em seguida, a solucdo foi centrifugada a 6.500x G por 20 minutos e a 0 °C. O
pellet resultante foi ressuspendido em solugdo tampao de fosfato 0,1 M e pH 7, para a posterior
determinagdo de proteinas totais e atividade proteolitica, enquanto o sobrenadante foi
descartado de maneira apropriada.

Com os resultados obtidos, calculou-se os parametros utilizados para avaliar o
procedimento: Atividade Especifica (Equacdo 1), Fator de Purificacdo (Equacdo 2),
Recuperacido (Equacao 3) e Rendimento (Equagdo 4).

Atividade E i Atividade enzimatica 0
ividade Especifica = - -
P Proteinas totais

Atividade Especifica na fragdo

Fator de Purificagdo = 2
ator de Purificacdo Atividade Especifica inicial @

R i (%) = Atividade enzimatica na frag‘do/ 100 3)
ecuperagdo (%) = Atividade enzimatica inicial

Rendimento (%) /Protez’nas totais na fragdo 100 )
endimento = .
’ Proteinas totais inicial

3.2.6.1 Efeito da concentragdo inicial de enzimas

O melhor agente precipitante encontrado foi utilizado para testar a influéncia da
concentracgdo inicial de enzimas no processo de precipitagdo, e para verificar se a quantidade
de enzimas em solucdo tem algum efeito sobre a quantidade de enzimas que € recuperada. Dessa
forma, diluiu-se o extrato enzimdtico com agua, de modo que ele apresentasse 20, 40, 60, 80 e

100% da atividade proteolitica inicial do extrato bruto enzimatico, e realizou-se a precipitagdo
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fracionada, nas mesmas condi¢des anteriores € com as mesmas quantidades do agente
precipitante adicionados por fragdo, ja que a aliquota utilizada ndo foi alterada. Em seguida,
determinou-se a atividade enzimatica e a concentragdo de proteinas, assim como nos ensaios de

precipitacao.

3.2.7 Caracterizacio bioquimica

Para caracterizar bioquimicamente as enzimas obtidas, foram avaliados os valores
do pH e da temperatura ideais para a atividade, bem como a estabilidade da enzima frente a
variagdo dos valores de pH e temperatura. Também foram avaliadas a influéncia de alguns ions
metalicos, o efeito de algumas substancias apontadas como inibidoras na literatura e, por ultimo,
0s parametros cinéticos, associados a enzima estudada, obtidos através da construcao da curva

cinética. Vale ressaltar que todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.2.7.1 Efeito do pH na atividade proteolitica

Para avaliar o melhor valor de pH para a atividade proteolitica, recorreu-se ao
método de determinagao 3.2.4 utilizando-se, ao invés da solucao de tampao fosfato em pH 7,
as seguintes solugdes tampao: citrato (pH 5,0 e 6,0), fosfato (pH 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0), Tris-HCI
(pH 8,5 e 9,0), bicarbonato-carbonato (pH 9,5; 10,0; 10,5) e fosfato-NaOH (pH 11,0; 11,5 ¢
12,0). Os demais parametros do método ndo foram alterados.

Calculou-se a atividade residual, de acordo com a Equagdo 5, e, considerando o

maior valor obtido como 100%, obteve-se a atividade relativa, através da Equagao 6.

Atividade enzimatica na condigdo especifica
Atividade Residual (%) = / — —— — = )‘ 100 (5)
Atividade enzimdtica nas condigoes-padrado
Atividade Residual na condi¢do especifica
Atividade Relati =/ )-100 6
ividade Relativa (%) Atividade Residual de 100% ©

Para verificar a estabilidade da enzima frente a variacdo no pH foi utilizado a
metodologia de Gimenes (2018), de modo que a enzima pré-purificada foi incubada nos valores
de pH citados anteriormente em iguais volumes de amostra e de solu¢ao tampao e a 45 °C
durante 6 horas, de maneira que as aliquotas fossem retiradas apos decorridos 0, 20, 40, 60,

120, 180, 240, 300 e 360 minutos ¢ submetidas ao teste de atividade enzimatica nas condigdes-
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padrdo, a atividade proteolitica residual foi calculada, adotando-se a atividade enzimatica inicial

como 100%.

3.2.7.2 Efeito da temperatura na atividade proteolitica

A determinacdo da temperatura ideal para as enzimas estudadas, também foi feita
seguindo o método 3.2.4 alterando-se, porém, a temperatura de incubag¢do do método de 37 °C
pelas seguintes temperaturas: 10, 20, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80 e 90 °C. Os demais
parametros do método foram mantidos, com excecao do pH, que foi alterado para o melhor
valor de pH identificado nos experimentos anteriores. Calculou-se a atividade residual e a
atividade relativa, de modo andlogo a caracterizagdo do efeito do pH.

A analise da resisténcia térmica da enzima, foi feita com base na metodologia de
Gimenes (2018), assim sendo, a enzima pré-purificada foi incubada nas temperaturas descritas
acima, em tubos Eppendorf contendo iguais volumes de extrato enzimatico e de solu¢do tampao
de fosfato-NaOH no valor de pH igual a 11 durante 6 horas, de modo que fossem retiradas
aliquotas apo6s 0, 20, 40, 60, 120, 180, 240, 300 e 360 minutos e submetidas ao teste de atividade
enzimatica nas condigdes padrao, a atividade proteolitica residual foi calculada, adotando-se a

atividade enzimatica inicial como 100%.

3.2.7.3 Efeito de ions metalicos

Para avaliar eventuais efeitos de inibi¢do ou ativacdo da enzima, foi utilizada a
metodologia de Wang et al. (2013), de modo que a enzima pré-purificada foi incubada em tubos
Eppendorf com os seguintes sais: MgS0Os, CaCly, MnSOs4, FeSO4, ZnSO4, CuSO4, NiCl; e
HgCl nas concentragdes de 5 mM e 10 mM, de maneira que cada tubo contivesse apenas um
dos sais citados. A solucdo foi incubada por 1 hora a 45 °C e pH 11. Em seguida, a atividade
proteolitica foi determinada pelo método padrao e a variagao percentual em relagdo a atividade

inicial foi calculada.

3.2.7.4 Efeito de inibidores e surfactantes

Com o intuito de verificar a interacdo da enzima pré-purificada com alguns
compostos reportados como inibidores na literatura (Patel et al., 2019; Farhadian et al., 2015),
a amostra foi incubada, em tubos Eppendorf, com solu¢des contendo Triton X-100, SDS e
EDTA nas concentragdes de 5 mM e 10 mM, de modo que cada tubo contivesse apenas um dos

reagentes. A solucao foi incubada por 1 hora a 45 °C e pH 11. Em seguida, a atividade
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proteolitica foi determinada pelo método padrdo e a atividade residual foi calculada, tendo a

solugdo enzimatica sem a presenca de nenhum dos compostos como controle.

3.2.7.5 Parametros cinéticos

Foram obtidos ainda os parametros cinéticos associados a reacao das proteases pré-
purificadas. Utilizou-se a metodologia descrita por Gimenes (2018), assim, as enzimas foram
incubadas em solucdes com diferentes concentracdes de azocaseina (0,003% a 0,648%) em
solucdes tampao de fosfato com pH igual a 11, por um minuto e a temperatura de 45 °C.

Em seguida a atividade proteolitica foi determinada e os resultados utilizados para
obter a Constante de Michaelis (Km) e a Taxa Maxima de Rea¢do (Vmax) através da aplicagao
da equacao de Michaelis-Menten (Equacao 7) e da equagao do duplo reciproco de Lineweaver-

Burk (Equacao 8).

V= Vmax ® [S] (7)

(8)
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

A técnica utilizada na pré-purificagdo foi escolhida levando em consideragao as
caracteristicas do caldo fermentado obtido. Enquanto a caracterizagdo foi realizada
considerando pardmetros comumente relatados na literatura como sendo fundamentais para a

correta identificacao do biocatalisador utilizado.

4.1 BIOSSINTESE DA ENZIMA

A fermentacdo foi a etapa inicial do processo, sendo responsavel por produzir a
matéria-prima utilizada nesse estudo, ou seja, as proteases. Para isso, foi seguido o
procedimento e a composi¢ao do meio indicados por Melani et al. (2019) realizando-se, porém,
algumas modificacdes indicadas pela propria autora.

Enquanto o artigo publicado pela autora indicava a utiliza¢do de trés etapas para a
produgdo da enzima (pré-indculo, indculo e fermentagdo), a metodologia utilizada deixou de
lado a primeira etapa, substituindo-a por um indculo com maior volume e maior tempo de
cultivo e a composi¢ao foi mantida a mesma.

O meio de fermentacdo, por outro lado, teve sua composi¢ao alterada. O artigo
indicava a utilizacao de glucose (1%), peptona (0,5%), extrato de levedura (0,5%) e farinha de
soja (5%), contudo a autora recomendou a substitui¢do desses componentes por extrato de
levedura (0,174%) e leite em p6 desnatado (1%), por essa composi¢ao fornecer maior produgdo
de enzima em ensaios preliminares. Pant ef al. (2015) corroboram essa modificacdo, uma vez
que, ao estudarem a melhor composi¢do do meio para a producdo de proteases, através de
Bacillus subtilis, encontraram as maiores producdes utilizando galactose, que ¢ um
monossacarideo obtido do leite.

A otimiza¢do do meio de produgdo utilizado para a produgdo das enzimas, nio fez

parte do escopo desse trabalho, ja que isso ja vem sendo estudado por Melani ef al. (2019), no
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mesmo grupo de pesquisa. Dessa forma, os Uinicos parametros ligados a produgdo que foram

modificados, estdo associados ao controle da temperatura ao longo do processo.

4.1.1 Controle da temperatura

O processo de fermentagao estava sendo executado dentro de uma caixa de madeira,
com o intuito de manter a temperatura constante durante a fermentagao, uma vez que devido a
sua baixa condutividade térmica, a madeira atua como isolante térmico. Dentro da caixa, havia
um agitador orbital, responsavel por manter a eficiéncia na agitacdo dos Erlenmeyers.

Contudo, observou-se que a utilizagdo da caixa de madeira ndo surtia o efeito
desejado, uma vez que o processo ficava muito a mercé do clima, fazendo com que a
temperatura variasse demais ao longo do dia, mantendo-se distante dos 28 °C, temperatura ideal
recomendada por Melani et al. (2019) para a condugdo da fermentacdo. Isso estava impactando
diretamente na producao da enzima, que estava alcancando, no maximo, 3,1 U/mL. Quantidade
insuficiente para realizar os estudos propostos nesse trabalho.

Para resolver o problema, inicialmente foi construido um datalogger de
temperatura, dispositivo destinado a registrar as temperaturas de um local ou objeto ao longo
de um intervalo de tempo. Para a constru¢do do dispositivo utilizou-se um microcontrolador
Arduino Uno, um sensor de temperatura ¢ um modulo de cartao SD, com o cartdao SD. Ele foi
instalado no interior da caixa de madeira, permitindo assim medir a variagdo de temperatura
experimentada pelos Erlenmeyers no interior da caixa, o que possibilitou tomar providéncias
para corrigi-la.

Deixou-se, entdo, o datalogger funcionando durante 3 dias seguidos (72h),
registrando a temperatura no ambiente a cada 10 minutos. Os dados obtidos foram utilizados
na constru¢do do grafico representado na Figura 3, que descreve o comportamento da
temperatura no periodo analisado, assim como a reta que indica a temperatura ideal de 28 °C,
indicada para o processo.

Como ¢ possivel observar a partir da andlise da figura, nos dias analisados, a
temperatura se manteve abaixo do esperado na maior parte do tempo, chegando, nas primeiras
24 horas, a estar 10 °C abaixo da temperatura ideal. Nas ultimas 24 horas, porém, ela se manteve
acima dos 28 °C desejaveis, alcangando, em alguns momentos, 30 °C.

Esta intensa variagdo de temperatura ¢ prejudicial para o bom andamento do
processo, ja que Calik et al. (2001) afirmam que a etapa de crescimento das bactérias ¢

influenciada por uma série de reagdes enzimatica complexas e ndo completamente entendidas
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ainda, fazendo com que alteragdes na temperatura provoquem mudangas imprevisiveis nessas
reacdes. Esse fato faz com que geralmente seja recomendado trabalhar com temperaturas
constantes ao longo da fermentagdo, para dessa forma evitar efeitos inesperados, que vao

impactar diretamente na sintese do bioproduto (Bhunia et al., 2012; Ward et al., 2009).

Figura 3 - Variag¢do da temperatura no interior da caixa ao longo das 72 horas.
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Tendo isso em mente, pensou-se em uma estratégia para manter a temperatura no
interior da caixa o mais proximo possivel de 28 °C. Sendo que os dados coletados com o
datalogger permitiram verificar que o principal problema era temperaturas abaixo do valor
desejado.

Construiu-se entdo o equipamento apresentado na Figura 2 do capitulo anterior para
resolver o problema. O qual contava com um sensor de temperatura, que executava medigdes
no interior da caixa a cada 30 segundos e essas informacdes eram utilizadas para definir se o
aquecimento, conseguido através de uma pastilha termoelétrica, também conhecida como
modulo Peltier, seria acionado ou ndo. Caso a temperatura registrada fosse menor ou igual a
27,8 °C, o aquecimento era acionado, através de um sinal enviado ao modulo relé, integrado ao
Arduino. O aquecimento permanecia ligado até a temperatura registrada ser maior ou igual a
28,5 °C.

A temperatura de acionamento e de desligamento do aquecimento foram definidas
através de métodos empiricos, levando em considerag¢do o tempo que era necessario para a caixa

trocar a quantidade de calor que era fornecida a cada vez que a pastilha era acionada.
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A ventilagdo, por outro lado, que era conseguida pela ventoinha, ficava ligada
direto, sendo importante para a homogeneizagdo do ar interno e para a dissipagdo do calor,
fornecido pelo modulo Peltier, no interior da camara.

O dispositivo se mostrou capaz de manter a variagdo de temperatura menor ou igual
a 1 °C. Esse melhor controle do processo mostrou-se positivo para a producdo das enzimas, ja
que nos experimentos conduzidos ap6s essa modificacdo foram obtidas produgdes de até 20,2
U/mL de enzimas, representando uma producao 6,5 vezes maior que a obtida sem o controle de
temperatura.

Contudo, a produgdo obtida ndo pode ser considerada alta, uma vez que Contesini
et al. (2017), afirmam que as produgdes de enzimas por bactérias do grupo Bacillus subtilis,
comumente variam entre 55 e 578,5 U/mL, de acordo com a linhagem utilizada.

Hakim et al. (2018) afirmam que um fator que pode estar associado a menor
produgdo de enzimas ¢ a forma de conducdo dos experimentos, uma vez que fermentacdes
conduzidas em biorreatores tendem a produzir de 2 a 2,5 vezes mais enzimas do que as
realizadas em frascos agitados.

A variagao de temperatura apos a adog¢dao do novo sistema, embora pequena,
também pode ser vista como uma causa em potencial para a produgdo alcangada, visto a
importancia que ¢ dada para esse parametro na literatura. Contudo, especificamente para
bactérias do género Bacillus Subtilis, Sharma et al. (2017) identificaram que essa bactéria
apresenta significativa variacdo de temperatura ideal para a producao de proteases, de acordo
com a linhagem utilizada. Os valores de temperatura ideal variam desde 28 até¢ 70 °C, sendo,
porém, 37 °C a temperatura mais recorrente.

Esse fato leva a crer que bactérias desse género sdo capazes de suportar pequenas
variacdes na temperatura durante seu desenvolvimento, principalmente se a variacao for
proxima de 37 °C, faixa comum e recorrente nessa espécie.

Levando tudo isso em conta, a producdo obtida ¢ satisfatoria, uma vez que o
objetivo desse trabalho foi caracterizar a enzima e avaliar o impacto da precipitacdo em sua
recuperagao, de modo que a otimizagdo da producdo das enzimas nao foi um dos objetivos
dessa pesquisa. Além disso, autores como Soares et al. (2011), Gimenes (2018) e Santos (2019)
reportam resultados positivos ao realizar precipitagdes de proteases presentes em concentragoes

menores que 20 U/mL no extrato enzimatico.
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4.2 PRECIPITACAO DA ENZIMA

A etapa de pré-purificacao foi executada logo em seguida a produgdo das enzimas.
Diversas sao as técnicas disponiveis para serem utilizadas na etapa inicial da purificagao,
devendo as caracteristicas do meio serem observadas para orientar a escolha. Tendo-se em
mente que o objetivo dessa etapa € recuperar a enzima, ja que ela encontra-se diluida em um
meio geralmente complexo (Harrison, 2014).

De acordo com Bhunia et al. (2012), uma das grandes vantagens dos Bacillus,
especialmente do género Bacillus subtilis, é o fato de produzirem enzimas extracelulares, o que
garante baixa concentragdo de contaminantes no caldo fermentado, j4 que ndo é necessario
romper as células. Além disso, Contesini et al. (2017) afirmam que o menor periodo de
crescimento requerido por essas bactérias colabora para a reducao de contaminantes.

Desse modo, a técnica escolhida para a concentracdo das proteases foi a
precipitagdo, uma vez que ¢ uma técnica flexivel, sendo capaz de, simultaneamente, concentrar
as proteinas e também purifica-las, visto que a concentragdo de impurezas tende a ser baixa.
Ademais, essa técnica ¢ vastamente reportada na literatura para a purificagdo de proteases
(Sathishkumar et al., 2015; Patel et al., 2019; Farhadian et al., 2015; Marathe et al., 2018).

O primeiro passo da etapa de precipitagdo foi definir qual agente precipitante seria
mais apropriado para essas enzimas. Selecionou-se, entdo, quatro agentes para serem testados.
O primeiro deles foi o sulfato de amonio, esse sal foi escolhido por ser o sal mais recomendado
para precipitagdo de proteases pela literatura (Bhunia et al,.2012; Contesini et al., 2017,
Sathishkumar et al., 2015).

Os outros trés agentes precipitantes foram solventes organicos, pois de acordo com
Englard e Seifter (1990) acetona, etanol e metanol sdo os trés solventes organicos mais
adequados para precipitag¢do de proteinas.

Os resultados obtidos com os ensaios de precipitacdo utilizando acetona, metanol,
etanol e sulfato de amdnio como agentes precipitantes, encontram-se nas Tabelas 10, 11, 12 e
13, respectivamente.

Dentre os agentes testados, metanol e acetona ndo forneceram bons resultados, pois,
como ¢ possivel observar nas Tabelas 10 e 11, ambos apresentaram baixos valores de
recuperagdo da atividade especifica, rendimento e fator de purificagdo, ndo sendo boas opgdes

para a recuperagao dessa enzima em especial.



Tabela 10 — Precipitacao fracionada com acetona.
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Concentracao de

Atividade

, Recuperacao Fator de Rendimento

acetona Especifica (%) Purificacio (%)

(%) (U/mg) ’ Fae I

0 27,44 £2,18 - - -

20 9,09 + 1,09 5,01 0,33 15,12

40 20,19 + 3,23 14,01 0,74 19,03

60 20,28 = 2,89 16,68 0,74 22,57

80 7,20+ 1,13 4,07 0,26 15,53
Tabela 11 — Precipitagdo fracionada com metanol.
Concentragio de Athld,ade Recuperacio Fator de Rendimento
metanol Especifica (%) Purificacio (%)

(%) (U/mg) ’ eI
0 29,25 +£1,97 - - -
20 35,81 +3,44 13,66 1,22 11,16
40 34,84+ 3,12 14,83 1,19 12,45
60 36,24 + 2,89 13,06 1,24 10,54
80 27,23 £2,23 11,55 0,93 12,40
Tabela 12 — Precipitacao fracionada com etanol.

Concentragio de At1v1d'ade Recuperacao Fator de Rendimento
etanol Especifica (%) Purificacio (%)

(%) (U/mg) ’ Fae i

0 26,99 + 1,57 - - -
20 12,71 £ 1,31 12,15 0,47 25,81
40 23,25+2,12 6,84 0,86 7,94
60 45,91 +£3,48 19,20 1,70 11,29

80 10,15+ 1,19 3,98 0,38 10,59




Tabela 13 — Precipitacdo fracionada com sulfato de amonio.

Concentracao de

Atividade
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sulfato de amonio Especifica {Rozc)uperagﬁo g?l:'(i)il:if;cﬁo {Rozl;dimento
(Y0) (U/mg)

0 2547 +1,62 - - -

20 19,97 £2,05 6,56 0,78 8,37

40 28,08 2,57 8,95 1,10 8,12

60 24,25+ 1,49 23,63 0,95 24,82

80 40,52 + 3,31 44,78 1,59 28,15

Outro ponto negativo desses agentes € que a recuperacao da atividade obtida nao se
concentra em uma Unica faixa de saturacao do agente precipitante, mas sim se divide ao longo
do procedimento. Isso prejudica a concentracdo da enzima, ja que ela aparece em diversas
concentragdes diferentes dos agentes, reduzindo a capacidade de concentragdo da técnica.
Contudo, o resultado ¢ compreensivel, ja que ha poucos trabalhos reportando sucesso utilizando
metanol ou acetona na recuperacao de proteases de Bacillus.

Dentre os solventes orgéanicos utilizados, o etanol ¢ o mais recomendado na
literatura para a precipitagdo de proteases (Thakur et al., 2018; Wahab e Ahmed, 2018).
Contudo, os resultados com etanol também nao foram satisfatorios, conforme apresentado pela
Tabela 12, pois embora tenha tido recuperagao um pouco maior que os outros dois, ele também
se mostrou pouco seletivo, de modo que a enzima foi recuperada em duas fragdes nao sucessivas
(20 e 60%). Além disso, os trés solventes organicos parecem ter provocado uma inibi¢do da
atividade da enzima, uma vez que a atividade recuperada foi menor que 100% em todos eles.

A analise da Tabela 13 permite concluir que o melhor agente precipitante, dentre
os utilizados, para as enzimas estudadas foi o sulfato de amdnio, pois foi o que apresentou
melhor seletividade e recuperacdo, uma vez que grande parte da atividade ¢ recuperada na
fracao de 80% de saturacao do sal.

Porém, embora tenha ficado claro que a fragdo de 80% foi a melhor para a
recuperagdo da enzima, ¢ possivel notar que a fracdo de 60% contém uma quantidade
significativa de enzimas. Assim sendo, como ja se definiu o sulfato de amdnio como o melhor
agente precipitante para a enzima estudada, buscou-se, através de cortes na precipitagdo,
encontrar a faixa ideal de saturacdo desse sal para essa enzima, € assim obter a maior

recuperacao possivel nessa etapa.
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O primeiro corte realizado foi feito de 0 a 50%, em uma unica etapa, e depois
seguiu-se até 100% de saturagdo variando-se de 5 em 5%, isso permitiu identificar com maior
precisao o intervalo ideal de saturagdo para uma maior recuperagao dessa enzima. Em seguida,
realizou-se o segundo corte, apresentado na Tabela 14, que foi feito para isolar a faixa entre 55

e 90%, em que se observou maior recuperagdo da enzima.

Tabela 14 — Precipitagdo fracionada com sulfato de amonio.

Concentracao de  Atividade

sulfato de amonio Especifica {Rojc)upera(;ao g?l:'(i)il:if: 50 {Ro;zr)ldlmento
(%) (U/mg) ’ oA

0 26,01 + 1,78 - - -

55 18,35+ 1,34 26,62 0,71 37,73

90 47,00 + 3,62 58,12 1,81 32,17

Observando a Tabela 14, ¢ possivel notar que o corte na saturacdo de sulfato de
amonio na faixa de 55 a 90% permitiu recuperar 58,12% de atividade da enzima, forneceu um
fator de purificacdo de 1,81 e um rendimento, nessa fragdo, de 32,17%. Isso leva a concluir que,
embora tenha sido eficaz em concentrar a enzima, a técnica de precipitagdo ndo se mostrou
capaz de purifica-la, uma vez que o fator de purificacdo foi baixo e a quantidade de proteinas
na fracao foi elevada.

Contudo, os resultados obtidos estdo condizentes com os encontrados por outros
autores na literatura, ja que Pant et al. (2015) Sathishkumar et al. (2015), Farhadian et al. (2015)
e Yang et al. (2000), também utilizaram a precipitacao com sulfato de amonio como técnica de
concentragdo para purificar proteases provenientes de Bacillus subtilis, sendo necessario, em
seguida, utilizar técnicas cromatograficas para alcancar elevadas purificacdes.

Ademais, Sathishkumar et al. (2015) e Yang et al. (2000) reportaram, na etapa de
precipitacdo de proteases com sulfato de amoénio, valores de recuperagdo proximos ao

encontrado nesse trabalho, sendo de 58,69% e 71%, respectivamente.

4.2.1 Influéncia da concentracio inicial da enzima

Como foi possivel verificar na Tabela 14, mesmo apds realizar cortes na

precipitagdo e aumentar a quantidade recuperada de enzima, é possivel notar que parte da
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atividade proteolitica ¢ perdida ao longo do processo, ja que a atividade enzimadtica total
recuperada ao final do experimento ¢ de aproximadamente 85%.

Para investigar uma possivel causa dessa perda de atividade realizou-se o estudo da
influéncia de baixas concentragdes iniciais de enzima no processo de recuperagao. Ja que alguns
autores como Shih et al. (1992) e Pinheiro et al. (2016) sugerem que a composi¢do do
precipitado ¢ afetada pela concentragdo inicial da biomolécula estudada, ademais do tipo de
agente precipitante utilizado.

Apos a realizagdo das precipitagdes com solugdes enzimaticas diluidas serem
realizadas, os valores de recuperacdo em cada procedimento foram utilizados para construir o
grafico apresentado na Figura 4, que relaciona a recuperacdo na fragdo de 80% de cada
experimento, que ¢ a fragdo de maior recuperacdo, com a concentracao inicial de enzimas

utilizada (20, 40, 60 ou 80%), determinada previamente.

Figura 4 - Recuperacdo em func¢do da concentragdo inicial de enzimas.
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ApoOs a analise da figura, foi possivel concluir que a recuperacdo das proteases
produzidas aumenta na medida que a concentracao inicial de enzimas também aumenta, de
modo que na fracdo de 100%, ou seja, com o extrato enzimatico utilizado sem dilui¢do alguma,
ele atinge o maximo de 44,78%.

Esse fato pode estar relacionado com as condicdes basicas apresentadas por

Forciniti (2008) para que a precipitagdo ocorra, sendo, segundo o autor, necessario que o pH
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esteja proximo do pl da biomolécula e também que haja uma concentracgao suficiente da enzima
para que haja precipitagao.

Além disso, os estudos conduzidos por Pinheiro et al. (2016), Watanabe et al.
(2009) e Shih et al. (1992) deixam claro que ha alguns fatores como a concentracao inicial de
proteinas no meio, interagdes do agente precipitante escolhido com a biomolécula alvo e
também o equilibrio de fases durante o experimento, que podem interferir negativamente no
processo de precipitacao, reduzindo a recuperagao.

Ademais, ¢ importante destacar que autores como Pant ef al. (2015) e Farhadian et
al. (2015), que também utilizaram precipitacdo com sulfato de amonio para recuperar proteases
provenientes de Bacillus subtilis, reportaram recuperagdes acima de 91%, na fracdo de maior
recuperagdo, sendo que no caso de Pant ef al. (2015), ela passa de 100%. E coincidentemente
ambos reportaram altas produgdes de enzimas, sendo maiores que 236 U/mL. Esse fato ajuda a
corroborar o argumento de que uma alta producdo ¢ fundamental para uma alta recuperagao
enzimatica.

Contudo, para identificar at¢ que ponto a concentragdo inicial influencia no
processo, seria necessario conhecer as proteinas que compdem o meio e avaliar a influéncia de
cada uma delas, de maneira andloga ao que foi feito por Pinheiro et al. (2016), enquanto
estudava a enzima lisozima, avaliando a concentracdo de proteinas totais, o efeito na

solubilidade da enzima e o coeficiente de particdo da solugdo.

43 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA

A etapa final do trabalho compreendeu a caracterizacdo bioquimica das enzimas,
uma vez que, ndo ha relatos na literatura sobre esse estudo para as proteases produzidas pela

linhagem de bactérias utilizadas nesse trabalho.

4.3.1 Efeito do pH na atividade enzimatica

O primeiro parametro em que a enzima foi testada foi o pH. Apds a determinagao
da atividade enzimatica residual da enzima, depois da incubagdo em diversos valores de pH
entre 5 e 12, os resultados foram utilizados para calcular a atividade relativa e dispostos em
forma grafica, na Figura 5, visando demonstrar a influéncia do pH no extrato enzimatico bruto

(A) e também no extrato enzimatico pré-purificado (B).
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Como ¢ possivel notar, o pH ideal obtido para o extrato enzimadtico bruto ¢ 7.
Contudo, para o extrato enzimatico pré-purificado, o valor do pH ideal foi de 11 resultado mais
condizente com o reportado pela literatura, ja que as proteases obtidas através de bacilos tendem
a ser alcalinas (Gupta et al., 2003). E possivel notar também, que ja no grafico referente ao
extrato bruto, existia um aumento da atividade no pH 11, que ndo obedecia o padrdo de
decrescimento da figura nessa regido. O processo de precipitagdo, ao qual o extrato pré-
purificado foi submetido, intensificou essa regido, devido a concentragdo das enzimas e

diminui¢ao de proteinas interferentes.

Figura 5 - Influéncia do pH no extrato bruto (A) e no extrato pré-purificado (B).
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Sathishkumar et al. (2015) e Hakim et al. (2018) reportam valor de pH ideal de 9,
enquanto Ahmed et al. (2011) obtiveram pH o6timo de 10 para proteases provenientes de
Bacillus Subtilis. Hakim et al. (2018) afirmam ainda que as proteases provenientes de bacilos
tém o pH ideal geralmente entre 8 e 12, variando de acordo com o substrato utilizado.

Para os estudos de estabilidade frente ao pH foi utilizado apenas o extrato pré-
purificado. Dessa forma, obteve-se o grafico da Figura 6, em que sdo mostrados os perfis de
atividade residual das enzimas ao longo de 2 horas, para cada pH testado.

Embora o experimento tenha durado 6 horas, sdo apresentados dados referentes
apenas as 2 horas iniciais, pois apds esse periodo a atividade da enzima foi perdida em grande

parte dos valores de pH testados.
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Figura 6 - Estabilidade da enzima pré-purificada em relagdo a variagdo de pH.
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De acordo com a figura, ¢ possivel identificar a faixa de pH entre 10 e 11 como a
que a enzima apresenta maior estabilidade para o intervalo de tempo estudado. Além de
apresentar mais de 100% de atividade nos primeiros 20 minutos, mantendo cerca de 80% dessa
atividade apds duas horas, ela reteve mais de 60% da atividade inicial apds as 6 h. Esse fato
evidencia o potencial de aplicacdo dessas enzimas na industria de detergentes, ja que enzimas
resistentes a altos valores de pH sao importantes nesse setor, de acordo com Gupta et al. (2003).

Na faixade pH de 5Sa 6,5 ede 11,5 a 12, por outro lado, a enzima apresentou rapida
perda de atividade. Nos valores de pH entre 7 € 9,5 a perda foi lenta, porém, ao final das 6 h,
ela reteve pouco mais de 20% da atividade em todos esses casos.

Assim, a faixa de estabilidade encontrada para a enzima estudada foi baixa,
tornando sua aplicagdo mais especifica. Uma vez que, Sathishkumar et al. (2015) reportam
maior estabilidade, ao trabalhar com proteases provenientes do mesmo género de bactérias,
estando estdveis num intervalo de pH entre 6 e 12. De modo analogo, Hakim et al. (2018),
relatam atividade no intervalo de pH entre 7 e 12. Porém ambos os autores purificaram

completamente a enzima antes dos testes, podendo isso influenciar na comparagao.

4.3.2 Efeito da temperatura na atividade enzimatica

Tendo definido o pH ideal para essa enzima foi feita a caracterizagao em relagao a

temperatura. A atividade relativa foi obtida a partir da atividade residual, da mesma forma que
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no calculo do pH. A Figura 7, mostra a influéncia da temperatura sobre a enzima.

Figura 7 - Influéncia da temperatura no extrato bruto (A) e no extrato purificado (B).
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Conforme apresentado na figura, a temperatura ideal encontrada para a méaxima
atividade da enzima estudada no extrato bruto ¢ 45 °C. Ao contrario do pH, o processo de pré-
purificagdo nao alterou a temperatura ideal, de modo que ela permaneceu em 45 °C ap0s a pré-
purificagao.

Os resultados obtidos concordam com a literatura, ja que Farhadian et al. (2015)
também encontraram temperatura ideal de 45°C para proteases de bactérias do mesmo género.
Sathishkumar et al. (2015), Patel et al. (2019) e Yang et al. (2000) que também trabalharam
com Bacillus subtilis, encontraram temperaturas de 50, 40 e 50 °C, respectivamente.

J& para os estudos de estabilidade em relacdo a temperatura foi utilizado apenas o
extrato pré-purificado. Assim, foi construido o grafico da Figura 8, em que os perfis de atividade
residual por temperatura, apos a incubagao por periodos de 6 h, sdo apresentados.

A andlise da figura revela que a melhor faixa de estabilidade para a enzima esta
entre 10 °C e 35 °C, de modo que nesse intervalo, a enzima se manteve ativa durante as 6 horas
de experimento, alcangando ao final, na temperatura de 20 °C, 125% de atividade residual.
Esses resultados novamente direcionam as proteases obtidas para a induastria de detergentes,
visto que, em conformidade com Gupta et al. (2003) uma exigéncia desse setor sao enzimas
que mantenham alta atividade mesmo em baixos valores de temperaturas de lavagem, por volta

de 10 a 20 °C.
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Figura 8 - Estabilidade da enzima pré-purificada em relagdo a variagcdo de temperatura.
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Nas temperaturas entre 40 °C e 55 °C, por outro lado, a atividade foi perdida ao
longo do periodo de incubagao, de modo que quanto maior a temperatura, mais rapido a enzima
era inativada. Na temperatura de 60 °C e nas superiores, a enzima sofreu inativa¢ao logo nos
primeiros 20 minutos, o que fez com que esses perfis ndo fossem incluidos na Figura 8. Isso
deixa claro que as proteases aqui estudadas ndo sdo termoestaveis.

Para proteases oriundas de microrganismos do mesmo género, Yang et al. (2000) e
Patel et al. (2019) reportam estabilidade semelhante a obtida, estando estavel no intervalo de
25 a 50 °C e de 20 a 60°C, nessa ordem. Sathishkumar et al. (2015) e Farhadian et al. (2015)
todavia, reportando maior faixa de estabilidade, de maneira que as enzimas por eles estudadas
mantiveram-se ativas de 70 a 85 °C, respectivamente. Entretanto, vale destacar que ambos

trabalharam com enzimas termoestaveis.

4.3.3 Efeito de ions metalicos na atividade enzimatica

A influéncia de 8 ions metalicos foi investigada nas proteases obtidas, eles foram
utilizados em duas concentracdes diferentes. Apds a incubacdo de uma hora a atividade
proteolitica foi determinada e os resultados utilizados para se obter a variacdo percentual
relativa da atividade enzimadtica, provocada pelos ions em solugdo. Os resultados obtidos estao

na Figura 9.



60

Figura 9 - Efeito dos ions metélicos na enzima pré-purificada.
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Como ¢ possivel observar, grande parte dos ions testados provocou inibicao da
atividade da enzima. Sendo os ions de merctrio, cobre e niquel os que causaram maiores
reducdes, alcancando, no caso do mercurio, quase 100%. Da mesma maneira, os ions de zinco
e ferro também provocaram diminuicao da atividade proteolitica, porém de forma mais sttil,
alcangando aproximadamente 25% para os ions de zinco, quando presentes na concentragdo de
10 mM.

Diversos artigos relatam a forte inibi¢do da atividade de proteases, provenientes de
Bacillus subtilis, por ions dos metais merctrio, cobre e niquel, dentre eles destacam-se
Farhadian et al. (2015) e Patel ef al. (2019). Da mesma maneira, ions de zinco e ferro também
sdo reportados como inibidores moderados de atividade por Sathishkumar et al. (2015), Thakur
et al. (2018) e Hakim et al. (2018).

Por outro lado, ¢ possivel identificar ainda, na Figura 9, que os ions de célcio e
magnésio aumentaram a atividade da enzima, enquanto os ions de manganés mostraram-se
praticamente sem influéncia sobre a atividade das proteases estudadas. fons de célcio e
magnésio sdo reportados por todos os autores acima citados como positivos para a atividade
das enzimas, garantindo, em média, um aumento de 20% da atividade proteolitica, quando
presentes na concentracao de 5 mM.

O aumento da concentragao dos ions metalicos de 5 mM para 10 mM causou, de

forma geral, uma pequena diminuigdo da atividade da enzima, até mesmo nos ions de célcio e
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magnésio, tidos anteriormente como positivos. Sathishkumar et al. (2015) reporta 0 mesmo

efeito de inibicdo ao aumentar a concentragdo dos ions ferro e zinco de 0,1 mM para 5 mM.

4.3.4  Efeito dos surfactantes e do inibidor na atividade enzimatica

Dois surfactantes e um inibidor conhecido foram escolhidos para ter sua influéncia
na protease pré-purificada verificada. Eles estavam presentem em duas concentragdes (5 mM e
10 mM) nas solugdes enzimaticas. Apos a incubagao de uma hora, e a posterior determinagao
da atividade proteolitica, foi calculada a atividade residual da enzima e os resultados obtidos
foram utilizados para construir a Tabela 15 em que a atividade residual de cada um dos
reagentes ¢ comparada com um controle, que embora também tenha sido incubado por uma

hora, nao recebeu nenhum dos reagentes.

Tabela 15 — Efeito do inibidor e dos surfactantes na atividade da enzima pré-purificada.

Atividade Residual (%)

Inibidor

5 mM 10 mM
Controle 100,00% 100,00%
Triton X-100 38,33% + 0,850% 15,00% + 0,408%
SDS 86,33% + 0,624% 82,00% + 1,080%
EDTA 14,00% + 0,408% 5,83% +0,471%

De acordo com a tabela acima, a enzima foi fortemente inibida pelo EDTA,
principalmente quando a concentracdo do sal foi aumentada para 10 mM. De modo analogo, o
surfactante Triton X-100 mostrou-se prejudicial para a atividade da protease estudada, ja que
mesmo na menor concentragao testada, inibiu 62% da sua atividade. Embora o surfactante SDS
também tenha inibido parte da atividade da enzima, essa inibi¢do foi bem menor, fazendo com
que, mesmo em concentragdes de 10 mM, a enzima mantivesse mais de 80% de sua atividade.

Patel et al. (2019) e Sathishkumar et al. (2015) também reportam baixa inibicao,
por SDS, das proteases que estudaram. De acordo com os autores, as enzimas mantiveram, em
ambos os casos, 85% da atividade apds os experimentos. Ja para o surfactante Triton X-100
Sathishkumar et al. (2015) reporta inibi¢do de 38% da atividade, assim como Farhadian et al.
(2015) obteve 29% de inibicdo com o mesmo agente. Os autores também observaram aumento

da inibi¢ao quando a concentracao do surfactante era aumentada.
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Os efeitos inibidores do sal EDTA também foram observados por outros autores.
Thakur et al. (2018) relata apenas 21% de atividade restante apos incubar proteases de Bacillus
subtilis com o sal. Da mesma forma, Patel et al. (2019) obteve 84% de inibi¢do da atividade da

enzima que estudou pelo sal.

4.3.5 Parametros cinéticos

O ultimo fator avaliado na caracterizagdo das proteases foram os parametros
cinéticos e para obtenc¢do de tais parametros foi necessaria a construcdo da curva de saturagao
enzimatica. A constru¢ao dessa curva mostra a relagdo entre a concentragao de substrato [S] e
a velocidade da reagdo [V]. Como era esperado, a curva obtida foi a tipica curva hiperbolica.

Ela sugere, de acordo com Singh, Gupta e Bajaj (2017) que a curva segue a cinética
de Michaelis-Mentel. Assim sendo, utilizou-se a representagdo de duplo reciproco de
Lineweaver-Burk para linearizar a curva e obter os valores de Km e Vmax, principais
parametros utilizados para avaliar a cinética de uma enzima.

A Figura 10, apresenta a curva linearizada, com seu respectivo coeficiente de

determinagao.

Figura 10 - Grafico de Lineweaver-Burk para a enzima estudada.
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Os valores obtidos para Km e Vmax foram de 0,1605 mg/mL (0,06688 mM) e

1,5755 U/mL, respectivamente. Os resultados estdo em concordancia com os encontrados por
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outros autores que também utilizaram azocaseina como substrato. Abu-Khudir et al. (2019)
descrevem Km de 0,68 mg/mL e Vmax de 166,66 nmol/mL/h, assim como Da Silva et al.
(2018) relatam Km de 0,434 mg/mL e Vmax de 7,739 mg/mL/min. Gimenes (2018), por outro
lado, conseguiu um Km de 0,0318 mM e Vmax de 24,45 U/mL. Dorra et al. (2018) afirma
ainda que, para experimentos utilizando azocaseina como substrato, proteases tendem a
apresentar um valor de Km entre 0,08 ¢ 5,1 mg/mL.

Enquanto Vmax indica a concentragdao em que todos os sitios ativos da enzima estao
ocupados com substrato, evidenciando assim a taxa maxima de rea¢dao, o valor de Km
representa a concentragdo de substrato em que se observa uma velocidade de reagdo igual a
metade do valor de Vmax. Assim sendo, os baixos valores obtidos para Km indicam alta

afinidade pelo substrato utilizado.
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CAPITULO 5

5. CONCLUSOES

A protease obtida através da linhagem de Bacillus subtilis aqui estudada mostrou-
se promissora para a elaboracdo de detergentes industriais, devido as caracteristicas
bioquimicas encontradas. Ela exibiu alta estabilidade na faixa de temperatura entre 10 e 35 °C
e elevada atividade nos valores de pH entre 10 e 11. Além disso, a enzima manteve mais de
80% de sua atividade na presenca do surfactante SDS.

A maxima producdo alcancada nas fermentagdes foi de 20,2 U/mL e foi suficiente
para realizacdo dos estudos de precipitacdo propostos. De modo que o sulfato de amoénio
mostrou-se o agente precipitante mais eficaz, dentre os testados, para a concentragao da enzima
estudada, oferecendo uma recuperagdo de 58% da atividade e um fator de purificagdo de quase
duas vezes.

Os estudos de precipitacdo permitiram ainda identificar uma relagdo entre a
concentracdo inicial de enzimas e a recuperagao da enzima obtida, porém para uma melhor
compreensdo do fendmeno € necessario realizar outros estudos, visando determinar até que

ponto a concentracado inicial de enzimas altera os resultados.



65

CAPITULO 6

6. TRABALHOS FUTUROS

Abaixo sdo apresentadas, em forma de topicos, sugestdes para futuras pesquisas

envolvendo as proteases produzidas pela linhagem de bactérias utilizada:

o [Estudar minuciosamente as caracteristicas relacionadas a producdo da enzima,
abrangendo tanto as fontes de nutrientes como fatores fisico-quimicos, com o objetivo
de aumentar a produgdo, pensando numa possivel ampliacao de escala;

e Verificar a influéncia da concentragao inicial de proteinas no processo de precipitagao,
assim como obter o seu coeficiente de particdo e estudar sua solubilidade durante a
precipitagao;

e Executar a caracterizacao da enzima apds purifica-la at€ um grau de pureza comercial.
Para averiguar se ha alteragdes nos parametros ideais aqui reportados;

e Testar o efeito que solventes organicos e detergentes industriais exercem sobre a enzima,
com o intuito de direcionar melhor seu ramo ideal de aplicagao;

e Obter os parametros cinéticos dessa enzima utilizando outros substratos, como a caseina

e a gelatina, e depois compara-los com os obtidos neste trabalho.
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APENDICES

APENDICE A: Curva de calibracgio para proteinas totais.

O soluto utilizado como padrdo foi a proteina Albumina de Soro Bovino (BSA)
grau padrao (pureza > 98%). Foi preparada uma solu¢cdo-mae de 2000 ug/mL e em seguida ela
foi diluida nas concentragdes de 0, 32, 62, 125, 250 e 500 ug/mL. A Figura 11 apresenta a curva

de calibragao obtida.

Figura 11 — Curva de calibragdo para proteinas totais.
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A regressdo linear da Figura 11 forneceu a Equacdo 7, utilizada no célculo da

concentragdo de proteinas totais.

y=0,0011x +0,0127 (9)
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ANEXOS

ANEXO A: Cadastro de acesso ao patrimonio genético no SISGEN.

Figura 12 — Cadastro de acesso ao patrimonio genético no SISGEN.
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