DOI 10.47402/ed.ep.c231978272 C APi T UL O 8

INFLUENCIA DO TEMPO DE INCUBACAO PARA A PRODUCAO DE PROTEASE
DE BACILLUS SUBTILIS EM FERMENTACAO SUBMERSA'

Natalia Bittencourt Melani
Caio Eduardo Soria Roque
Gabrielle Laporte Santos
Edgar Silveira

Elias Basile Tambourgi

RESUMO

O mercado de enzimas tem crescido a cada ano, especialmente as proteases (E.C. 3.4.), que sdo enzimas que
quebram as liga¢des peptidicas entre os aminoacidos das proteinas. Os microrganismos representam uma fonte
atraente de proteases, e entre eles, as cepas microbianas mais importantes utilizadas na produg@o de proteases sdo
as espécies do género Bacillus. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do tempo de
incubagdo de Bacillus subtilis na produ¢do de protease. Nesta metodologia, a fermentagdo foi monitorada
72h quanto ao crescimento celular e atividade proteolitica no meio. Os resultados indicaram a melhor producéo
de protease as 60 horas, corroborando com a literatura. Assim, Bacillus subtilis foi capaz de produzir proteases e

novas investigagoes dos pardmetros do meio de cultura sdo necessarias para aumentar a produgdo de enzimas.
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1. INTRODUCAO

O cenario atual para o mercado de enzimas ndo ¢ suficiente para atender a todas as
necessidades industriais e de biotecnologia. Nesse contexto, os microrganismos sao uma das
maiores € mais uteis fontes de enzimas (ADRIO; DEMAIN, 2014). Atualmente, cerca de 4000
enzimas sao conhecidas e, aproximadamente, 200 tipos microbianos sdo utilizados

comercialmente (KUMAR et al., 2014).

Proteases (E. C. 3. 4.) sdo enzimas que quebram ligacdes peptidicas entre os
aminoacidos das proteinas, participando da maioria dos aspectos da nutricdo, fisiologia e
regulagdo das células, além da patogénese microbiana. Dependendo do seu local de agdo, as
proteases sdo categorizadas em dois grandes grupos, ou seja, exoproteases e endoproteases, €
uma classificagdo adicional pode ser inserida dependendo do arranjo distinto de grupos

funcionais presentes no sitio ativo da enzima (WARD et al., 2009).

Estima-se que as proteases representem 1-5% do genoma de organismos infecciosos e

2% do genoma humano (PUENTE et al, 2003). Segundo os pesquisadores, as proteases
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controlam a ativagdo, sintese e rotatividade de proteinas para regular processos fisiologicos,
como formacao, envelhecimento e até morte. Desde o advento da enzimologia, as proteoliticas
microbianas tém sido a enzima mais estudada. Essas enzimas tém ganhado interesse ndo apenas
por seu papel vital nas atividades metabolicas, mas também por sua imensa utilizacdo nas

industrias (RAZZAQ et al., 2019).

Em comparagdo com plantas e animais, os microrganismos representam uma fonte de
protease atraente. Portanto, eles podem ser cultivados em grandes quantidades em um curto
periodo de tempo por processos fermentativos. Esta operagdo resulta na produgdo abundante e
regular do produto de interesse. Além disso, as enzimas secretadas por eles t€ém uma vida util
mais longa e podem ser armazenadas por semanas sem perda significativa de atividade

(SHARMA et al., 2017).

O uso de proteases de origem microbiana no setor industrial ¢ limitado por sua qualidade
e custo. O crescente interesse em usar proteases para a producao de varios bens ecologicos no
mercado ¢ de imensa importancia e, para tornar os produtos economicos, os cientistas estdo em
busca de um substrato barato para a produgdo de enzimas. Quase dois quartos do custo de
producao devem-se ao substrato de crescimento microbiano, onde tanto o substrato solido
quanto a fermentagdo submersa sdo explorados para a produg¢do econdmica de proteases

microbianas (RAZZAQ et al., 2019).

O desempenho da protease ¢ influenciado por diversos fatores, como pH do processo
industrial, resisténcia i0nica, temperatura € manuseio mecanico. Enzimas recentes descobertas
com novas propriedades que podem melhorar ainda mais o processo industrial estdo sempre em
demanda (SHARMA et al., 2017). Todas as proteases microbianas industriais predominantes

sdo enzimas extracelulares secretadas no meio de cultura (WARD; RAO; KULKARNI, 2011).

A soja ¢ um dos alimentos mais nutritivos que pode ser obtido a um prego acessivel.
Quanto a sua composi¢do, estima-se que 100 g de soja cozida contenha cerca de 16,6 g de
proteina, 6,0 g de fibra, 9,9 g de carboidrato, 9,0 g de gordura, e 3,0 g de agiicar (ARNARSON,
2019). Além disso, o uso potencial da soja como fonte economicamente vidvel de nutrientes
para meios alternativos de crescimento ¢ atrativo. A soja contém nove aminoacidos essenciais,
como valina, metionina, triptofano, treonina, fenilalanina, lisina, leucina, isoleucina e histidina

(MONTE SINGER et al., 2020).

Em uma outra aplicagdo para soja como substrato para crescimento de Bacillus subtilis,

Malik, Simarani e Aziz (2022) demonstraram a utilizagao de um meio sélido para crescimento
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de colonias empregando soja em sua composi¢do. O dgar soja teve desempenho comparavel ao
agar nutriente, uma vez que as caracteristicas morfologicas das colonias de B. subtilis formadas
em ambos os foram compardveis em termos de textura, margem, propriedades Opticas, cor,

elevagao e forma.

Portanto, o presente trabalho tem como objetivo a investigagao da influéncia do tempo
de incubagdo na densidade celular e na producao de proteases de Bacillus subtilis CBMAI-1302

utilizando farinha de soja como material de baixo custo para a produgao de enzimas.
2. MATERIAL E METODOS
2.1 Condicoes de Cultivo

O pré-indéculo da fermentagdo submersa com Bacillus subtilis CBMAI-1302 foi
preparado em frasco de Erlenmeyer de 125 mL contendo 15 mL do meio de cultura previamente
esterilizado composto por glicose (4%) e peptona (1%) e agitado a 200 rpm durante 6 horas a
temperatura ambiente. Em seguida, 10 mL foram transferidos para um novo frasco de
Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL do mesmo meio de cultivo e agitado durante 12 horas
nas mesmas condi¢des anteriores. Posteriormente, a densidade Optica foi medida usando um
espectrofotometro a 625 nm (comprimento de onda) para o crescimento celular e as

concentragdes foram ajustadas para 0,08-0,1 O.D.

Para o processo de fermentacgdo, 10% do volume de indculo foi transferido para 250 mL
de frascos esterilizados contendo 100 mL de meio de cultura com glicose (1%), peptona (0,5%),
extrato de levedura (0,5%) e farinha de soja (5%). O meio foi agitado a 200 rpm a temperatura
ambiente. Em seguida, 1 mL de amostra de aliquota foi coletado em intervalos de 12 horas para

monitorar a atividade proteolitica e a densidade Optica.
2.2 Atividade Proteolitica

A atividade proteolitica foi realizada utilizando azocaseina como substrato. De acordo
com a metodologia descrita por Charney e Tomarelli (1947), 125 puL de extrato enzimatico
foram incubados com solugdo de 125 pL. contendo azocaseina a 1% em tampao fosfato de sodio
0,1 M e pH 7,0 por 15 min a 37 °C. A reagdo foi interrompida com a adi¢do de 750 pul de acido
tricloroacético (TCA) a 5% e posteriormente centrifugada a 6.000 g por 5 min a 25°C. Em
seguida, 1 mL de hidroxido de sodio 0,5 M (NaOH) foi adicionado ao sobrenadante. As
atividades proteoliticas foram quantificadas por espectrofotometro a 440 nm, e o branco foi

dado pela substituicdo do extrato enzimatico por dgua destilada.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A sintese de protease por espécies de Bacillus é controlada por mecanismos
operacionais durante o estado de transicdo entre as fases de crescimento exponencial e
estaciondrio. Esse acontecimento ocorre enquanto a cultura estava metabolicamente ativa
(ASHA; PALANISWAMY, 2018). O tempo de incubagdo desempenha um papel importante
na producdo méxima de enzima durante o processo de fermentagdo. No presente estudo, a
producao de protease foi gradualmente aumentada de 12 horas para 60 horas e atingiu a
atividade méxima de 5,6 U/mL (Figura 1A). Nessas condigdes, a producdo de protease por
Bacillus subtilis CBMAI-1302 foi menor do que outras espécies de Bacillus, de acordo com
relatos da literatura (REKIK et al., 2019; KHURSO, 2016; SANTHI, 2014). Portanto, sugere-
se fortemente a realizagdo de novos estudos de otimizacdo de meios para aumentar a sintese

dessa biomolécula.

Para o crescimento celular, a fase exponencial pode ser observada nas primeiras 24
horas de cultivo, onde os tempos subsequentes indicaram uma fase estacionaria da curva de
crescimento (Figura 1B). De acordo com Khusro (2016), o declinio da protease atividade na
fase posterior do crescimento pode estar associada a deplecdo de nutrientes no meio de
fermentagdo, no qual causa estresse na cultura e, consequentemente, condi¢des nao ideais para

as bactérias. Esses fatores podem ser resultado na reducdo da atividade enzimatica.

Figura 1: Influéncia do tempo de incubag@o para a producdo de protease (A) e densidade celular (B).
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Fonte: Dados da pesquisa (2023).

O aumento da producao de protease de espécies de Bacillus pode ser observado entre
48-72 horas de incubagdo. Singh e Bajaj (2015) analisaram o crescimento e o ensaio de protease

em diferentes intervalos de tempo durante a fermentagdo. Eles obtiveram producdo méaxima de
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enzimas por Bacillus subtilis K-1 apds 72 h, enquanto o crescimento méximo foi alcangado em

48 h, que entdo permaneceu constante.

Por outro lado, Santhi (2014) relatou que a producao de protease foi gradualmente
aumentada a partir de 12 horas e atingiu a atividade maxima em 48 horas durante o processo de
fermentagdo usando Bacillus cereus. Além disso, Asha e Palaniswamy (2018) também
estudaram a produgdo de protease de Bacillus cereus e o melhor resultado foi encontrado as 48
h de incubacdo. No entanto, 89% e 82% da atividade da protease foram mantidos as 60 h e 72
h de incubagdo, respectivamente. Portanto, os resultados expostos na Figura 1(A) e na Figura

1(B) estdo de acordo com os relatos da literatura.
4. CONSIDERACOES FINAIS

As proteases CBMAI-1302 de Bacillus subtilis foram produzidas por fermentagao
submersa e a atividade maxima foi registrada em 60 horas. Além disso, a densidade celular
indicou um aumento do crescimento nas primeiras 24 horas de fermentagdo e manteve-se
constante. Esses resultados estdo de acordo com a literatura, demonstrando que a utilizagdo de
materiais de baixo custo, como a farinha de soja, na produgao de moléculas de interesse
comercial, tem o potencial de contribuir para a reducdo de custos do processo, podendo
contribuir para aplicagdo industrial e competicdo com agentes quimicos que estdo atualmente
no mercado. Vale ressaltar que novos estudos explorando diferentes fontes de nitrogénio
carbono, pH e temperatura sao importantes para encontrar as condi¢des 6timas de produgao de

proteases secretadas por B. subitilis CBMAI-1302.
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