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Introducao

As proteases sao enzimas hidroliticas que clivam ligacoes peptidicas das proteinas formando peptideos e aminoacidos. As proteases sao aplicadas nas industrias de detergentes, de alimentos, de couro,
textil, e farmaceéutica.
Muitos micro-organismos secretam proteases para o meio extracelular com a finalidade de degradar proteinas cujos produtos de hidrolise servem como fonte de carbono e de nitrogénio para a
multiplicacao celular. As enzimas produzidas por micro-organismos em processos fermentativos possuem vantagens com relacao aquelas obtidas a partir de outras fontes como plantas e animais, tais
como maior produtividade, rendimento relativamente alto, possibilidade de aumento da escala de producao, eficiéncia de custos e susceptibilidade a manipulacéo genética.

O presente trabalho teve como objetivo estudar a producao, caracterizacao de proteases de linhagens de Bacillus sp n°® 8 e n°27 visando a aplicacao da enzima na clarificacéo de caldo fermentado de
Xanthomonas campestris para a obtencao de goma xanthana sem a necessidade de centrifugacao do caldo fermentado para a separacao da massa celular.

Material e Métodos

Producao da protease de Bacillus sp em frascos agitados

Resultados

Linhagem de Bacillus sp n8 em meio de cultura n2 em frascos de

Foi estudada a producdo de protease em meios de cultura n°l composto de 0,65% de glicose; 0,3%
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de extrato de levedura; 0,15% de K,HPO,; 0,5% de Mg,SO, e 0,45% de (NH,),HPO, e em meio de 70 A ) . 1B
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A cultura de 24h das linhagens Bacillus sp n° 8 e n°27 em tubos de Agar Nutriente fol inoculada em a0 40 8 23 / \ o 2
frascos Erlenmeyer de 250mL contendo 50 mL dos meios de cultura n°l e n°® 2. Os frascos foram * A~ | e um, “ A ] 0 I
Incubados em agitador rotatorio New Brunswick modelo Series 25, a 30°C, 200 rpm durante 72 horas. 10 [/ - o ; e e
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protease. Os testes foram feitos em duplicata.
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Aliguotas de 0,5mL de solucao 0,5% (m/v) de azocaseina em tampao Tris-HCI 0,1M pH 8,5, em tubos

eppendorf, foram pré-incubadas em banho a 60°C por 10 minutos. Adicionou-se 0,5mL do extrato Fig“gal‘cm‘?“ca de pr_"d“‘?f‘o de_pmteasei pelas linhagens de Bac”“gs
enzimatico em cada tubo, incubando-se as misturas por 40 minutos a 60°C. Foi adicionado 0,5 mL de Z%nmgigg dgi'&fi\?oencouf“('?:in %)F'%Ol;‘()lz’in 12D()F'g' 1B) e Bacillus sp n® 27
solucao 10% de TCA aos tubos para paralisar a reacado. Os tubos foram centrifugados por 15 minutos a J | s

15.000 x g a 5°C. Transferiu-se 1 mL do sobrenadante para tubo eppendorf e foi adicionado 1mL de

solucao de KOH 5M. A absorbancia fol medida a 428nm em espectrofotometro. COnCI uséo

No tubo branco adicionou-se 0,5 mL de solucao 10% de TCA antes da adicao de 0,5mL do extrato

enzimatico. O tubo branco fol incubado nas mesmas condicoes descritas acima. Uma unidade de

atividade de protease fol expressa como aumento de 0,01 na absorbancia por minuto por mL de

enzima. A linhagem de Bacillus sp n°8 apresentou maior producao de

protease que a linhagem n°27. Foi obtida maior producao de protease
Aplicacao da protease de Bacillus sp n° 8 e n° 27 na clarificagcao de caldo fermentado na fermentacéo da linhagem de Bacillus sp n°8 (73U\mL) em meio de
de Xanthomonas campestris ATCC 13951 cultura n°2 adicionado de 1% de caseina ap0s 56 horas de

fermentacao a 30°C. Na fermentacao da linhagem de Bacillus sp n°8
em meio cultura n°1 adicionado de 1% de caseina foi obtido 35U\mL
de protease, apos 56 horas de fermentacao a 30°C.

Na fermentacao da linhagem de Bacillus sp n°27 em meios de cultivo
n°l e n° 2 foram obtidos respectivamente 31,2U\mL e 60,7U\mL de
protease apods 56horas de fermentacao a 30°C.

E necessario a adicdo do indutor caseina no meio de cultivo para a
producao de protease pela linhagem de Bacillus sp n°8. A linhagem
de Bacillus sp n° 27 nao necessita do indutor caseina para a
producao de protease.

As proteases de Bacillus sp n°8 e n°27 apresentaram maior
atividade a 60°C e pH 8,5, indicando que sao proteases alcalinas.

As proteases de Bacillus sp n° 8 e Bacillus sp n°® 27 foram capazes

L | | | de lisar e clarificar o caldo fermentado de Xanthomonas campestris
Fol obtida maior producao de protease na fermentagao da linhagem de Bacillus sp n°8 (/3U\mL) em ATCC 13951

meio de cultura n°2 adicionado de 1% de caseina apds 56 horas de fermentacao a 30°C. Na
fermentacao da linhagem de Bacillus sp n°8 em meio cultura n°1 adicionado de 1% de caseina foi
obtido 35U\mL de protease, apos 56 horas de fermentacao a 30°C (Figura 1 A e 1B).

Para o estudo da aplicacdo dos extratos enzimaticos brutos de protease de Bacillus sp n® 8 e n° 27,
fol utilizado meio fermentado de Xanthomonas campestris como substrato. Em frascos Erlenmeyers de
125 mL foram adicionados 25 mL de caldo fermentado de Xanthomonas campestris ATCC 13951 e 0,5
mL dos extratos enzimaticos brutos de Bacillus sp n°8 em°®27. A mistura foi incubada a 50° C com
agitacao. Aliguotas de 0,5 mL foram coletadas no tempo zero e apos 210 minutos avaliando-se a
capacidade de lisar celulas de Xanthomonas campestris . As amostras do meio reacional foram diluidas
em agua e a transmitancia foi determinada a 640nm e a capacidade de lise foi expressa pela diferenca
nos valores de transmitancia no tempo zero e apos 210 minutos.Também foi realizado um ensaio
controle utilizando-se 0,5 mL de agua destilada em lugar da enzima.

Resultados e Discussao

Na fermentacao da linhagem de Bacillus sp n°27 em meios de cultivo n°1 e n°® 2 foram obtidos Agradecimentos ao PIBIC — UNICAMP pela bolsa de
respectivamente 31,2U\mL e 60,7U\mL de protease apos 56horas de fermentacao a 30°C (Figura 1 iniciacdo cientifica.
C e l1D).

As proteases de Bacillus sp n°8 e n°27 apresentaram maior atividade a 60°C e pH 8,5, indicando
gue sao proteases alcalinas.

As proteases de Bacillus sp n° 8 e Baclillus sp n® 27 foram capazes de lisar e clarificar o caldo
fermentado de Xanthomonas campestris ATCC 13951.



