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(57) Resumo: "PROCESSO DE PRODUGAO DE PROTEASE E
COMPOSICOES PARA LIMPEZA". A presente invengio descreve um
processo de produgdo de uma protease alcalina S64 a partir da utilizagao
de um Bacillus sp, linhagem 02IM; o crescimento é feito em processo
submerso utilizando como meio de cultura um composto contendo uma ou
mais fontes de nitrogénio, carbono sais minerais e complementos
nutrlcwnals. sendo 0 processo realizado em temperatura mesofila e com
minima durante todo o processo; sdo também descritas composigoes de
limpeza compreendendo as referidas proteases.

wenern + EETEATCGRERG B RN T B B TR RERTE 5

\me

w s BB AT

wy o,

oo« TR VR | B o T EE LTI -
‘- o e C

& - i .
Ty S PP
: o lCh R o e

s SRR RS DS W@v *me it

14

m’& S

aed . 2

| e ) QIR SR A —— RS
o PEPVCRE . EERAET RS PROED - SRR SR . o
aania uf*mmm@m,&mhﬁu ”

e . £

BPCUp—— TR AP YT B ¢ 0
BB BO T TR S EB ST BB «

m«mummmmm *’IQMM G 3



_——

P I LS R
[

10

15 -

20

25

30

-

Relatorio descritivo
PROCESSQ DE PRODUCAO DE PROTEASE E
COMPOSICOES PARA LIMPEZA

. Campo da Invencao

A presente invengao refere-se genericamente a enzimas industriais e a

processos para sua produ¢do. Mais especificamente, refere-se a producgdo de

‘uma protease alcalina produzida a partir de uma espécie de Bacillus sp. da

linhagem 02IM com crescimento em processo submerso em batelada, batelada
alimentada ou continuo, utilizando como meio de produgdo composto contendo

uma ou mais fonte de nitrogénio e carbono, além de sais minerais e

~complementos nutricionais. O processo € realizado em biorreator com
‘temperatura meséfila e com fornecimento de oxigénio ao sistema de produgéo

acima da concentragao inibitéria minima durante todo o processo, com o mosto
em pH proximo a neutralidade. O produto apos separagao das células e
concentrado é estavel em surfactantes e outros produtos utilizados em

formulagdes para uso industrial em detergentes e outras aplicagdes industriais.

Antecedentes da Invencao

As enzimas sdo biocatalizadores organicos de natureza protéica
presentes em todos os sistemas biologicos. Essas moléculas quando
degradadas sao reaproveitadas como aminoacidos para construgao de outras

proteinas. Os estudos envolvendo enzimas levaram a um agrupamento das

. mesmas em classes que se distinguem conforme a natureza dos substratos

que atuam. Para efeitos da presente invencdo, sera destacada a classe das

‘proteases.

Historicamente a classificacdo das proteases foi bastante dificultada
devido a falta de especificidade por substratos definidos, ndo sendo
inicialmente possivel realiza-la de modo sistematico. As denominagdes foram
primeiramente baseadas na origem de extragdo, por exemplo: papaina,

extraida do Carica papaya, pancreatina, extraido do pancreas, pepsina,
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extraida de estdmago de animais (do grego depsisis: digestdo), bromelina,
extraida do Ananas comosus, da familia Bromeliacae, ficina, extraido do Ficus
glabrata, e subtilisina, produzido a partir do Bacilo 02IM. Também foram
utilizadas as denominagbes "exo" ou "endoproteases', de acordo com
localizagao na célula produtora.

O termo peptidase é sinbnimo de peptideo hidrolase e protease, o que
inclui todas enzimas que clivam ligagbes peptidicas. Segundo a Comissdo de
Enzimas da Uniao Internacional de Bioquimica, elas sdo classificadas como
E.C. 3.4. As proteases podem ser exopeptidases (E.C. 3.4.11-19), cuja acéo é
dirigida para a porgdo amino ou carboxi terminal do peptideo ou
endopeptidases (E.C. 3.4.21-24), também denominadas proteinases, que
clivam ligagoes peptidicas internamente, resultando em peptideos.

A partir de Hartley em 1960, foi proposto um sistema pratico de
classificagdo para as proteases. Nesta classificagéo, as carboxipeptidases e as
endopeptidases sao divididas em subclasses, tendo como base o seu
mecanismo catalitico. As carboxipeptidases foram subdivididas em serino,
metalo e cisteino carboxipeptidases e as endopeptidases em serino
endopeptidases (E.C. 3.4.21), cisteino endopeptidases (E.C. 3.4.22), aspartico
endopeptidases (E.C. 3.4.23) e metaloendopeptidases (E.C. 3.4.24). Serino
peptidases possuem um residuo de serina em seu centro ativo, enquanto as
aspartico peptidases tém duas unidades de acido aspartico no centro catalitico.
As cisteino peptidases apresentam um residuo de cisteina no centro ativo e as
metaloproteases usam um ion metal no seu mecanismo catalitico.

A regidao de atuacdo das exopeptidases se restringe as extremidades
das cadeias polipeptidicas nas regioes (N) ou (C)-terminal. Aquelas que atuam
na regido amino terminal livre liberam um Unico residuo de aminoacido
(aminopeptidases), um dipeptideo (dipéptidil—peptidases) ou um tripeptideo
(tripeptidil-peptidases). As exopeptidases que atuam na regido C terminal livre
liberam um Unico aminoacido (carboxipeptidases) ou um dipeptideo (peptidil-
dipeptidases). Algumas exopeptidases sdo especificas para dipeptideos

(dipeptidases) ou removem residuos terminais que sao substituidos, ciclizados
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ou ligados por ligagGes isopeptidicas.

Ja as endopeptidases atuam preferencialmente nas regides internas da
cadeia polipeptidica, entre as regides N e C terminal. A presenga de grupos
amino terminal ou carboxi terminal proximos tém um efeito negativo na
atividade da enzima. As enzimas cujo mecanismo de agdo ndo esta
completamente elucidado sdo classificadas em uma subclasse especifica (E.C.
3.4.99).

As proteases de serina, cisteina e aspartato recebem estes nomes
devido aos aminoacidos presentes no sitio catalitico, os quais atuam como
nucledéfilos na hidrélise protéica. As metaloproteases também atuam de
maneira semelhante, mas o ion (Zn**, Ca®*" e Mn2+) € necessario para ativar
uma determinada carbonila de uma amida presente no sitio ativo. As aspartato
proteases, por possuirem grupos carboxilicos em seus centros ativos, sdo
ativas apenas em pH inferior a 5, sendo por isto também denominadas
proteases acidas.

As estruturas moleculares de proteases representativas de cada grupo
ja foram determinadas por analise de sequéncia de aminoacidos, cristalografia
de raios-X e ressonancia nuclear magnética (NMR). A caracterizagao dos sitios
cataliticos de varias proteases evidenciou uma fenda presente na superficie
destas moléculas. O substrato polipeptidico se posiciona ao longo da fenda do
sitio ativo, sendo estabilizado em ambos os lados por subsitios que comportam
as cadeias laterais dos seus residuos de aminoacidos, ou as suas proprias
ligagdes peptidicas. As similaridades estruturais levaram a proposigao de que
grupos de proteases evoluiram a partir de uma uOnica proteina, ou seja,
pertencem a uma superfamilia.

As familias de serina proteases | e Il sdo encontradas em organismos
superiores e microrganismos, respectivamente. Os centros ativos das duas
familias apresentam os mesmos aminoacidos, que sao asparagina, serina e
histidina. A diferenga encontra-se nas sequéncias de aminoacidos e arranjo
terciario nas regidées ao redor do centro catalitico. As proteases desta

subclasse possuem uma serina como nucledfilo em seu centro ativo, mas

L
.
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precisam utilizar um segundo amincacido (anel imidazol da histidina) para
ativar a hidroxila de seu residuo de serina. Isto ocorre devido a menor acidez e
nucleofilia do atomo de oxigénio em relagdo ao de enxofre, pois na subclasse
das cisteino endopeptidases, ndo € necessario auxilio na ativagéo.

Devido a sua excepcional capacidade catalitica, as enzimas tém atraido
a atencdo daqueles que atuam na industria. Dentre as fungdes das enzimas na
industria destaca-se a atuagdo em matérias-primas renovaveis, como frutos,
cereais, leite, gorduras, carne, algodao, couro, madeira e inUumeros outros.
Sendo originalmente produzidas para atuar em células vivas, a atividade das
enzimas normalmente ocorre em pressao atmosférica e em condigoes
moderadas de temperatura e pH. A maioria delas possui uma atividade maxima
a temperaturas de 30 a 70°C em pH préximo ao neutro.

Para efeitos industriais, as enzimas de origem microbiana sdo preferidas
as enzimas de plantas e animais, uma vez que possuem a maioria das
caracteristicas desejadas para aplicagdo em biotecnologia, nao apresentando
limitagdo de produgéo, tampouco sazonalidade, além de contornar o problema
de limitagdo do uso de enzimas de origem animal, devido a barreiras de carater
sanitario. A utilizagao de enzimas na industria estd em grande crescimento,
sendo empregadas cada vez mais em diversos segmentos.

Dessa forma, quase todas as enzimas industriais originam-se de
microrganismos. Entretanto, enzimas  produzidas por diferentes
microrganismos, com ag¢ao idéntica, variam significativamente nas condigbes
otimas de suas reagoes. Por isto, € necessario encontrar microrganismos que
produzam enzimas para substratos especificos, com variagdo no espectro de
temperatura e pH de diferentes processos de produgdo. Dessa forma, a etapa
de isolamento do melhor microrganismo produtor de um tipo particular de
enzima exige um periodo longo de experimentagao laboratorial.

Quando este microrganismo adequado é encontrado, inicia-se a
segunda etapa de pesquisa. O microrganismo deve ser “domesticado” de forma
a produzir a enzima desejada com alto rendimento. A técnica de bioprocesso

tornou possivel a produgdo de enzimas por microrganismos, de forma
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economicamente viavel e em quantidades virtualmente ilimitadas. O produto
final de um bioprocesso € uma mistura contendo uma série de enzimas.

Essas enzimas de origem microbiana sdo normalmente utilizadas no
processamento de alimentos, manufatura de detergentes, téxteis, industria
farmacéutica e terapéutica.

Dentre os tipos enzimaticos microbianos de maior interesse
biotecnoldgico, destacam-se as enzimas secretadas (exoenzimas), pois a sua
extragao e purificagdo sd0 menos complexas e onerosas. E comum a sua
utilizagdo sob a forma de extratos, ou mesmo a adicdo do microrganismo
produtor da protease diretamente no produto a ser transformado. Além de
microrganismos, como bactérias, protozoarios, leveduras e fungos essas
enzimas também sao encontradas nos virus.

A classe enzimatica das proteases, cujas fungbes em sistemas
bioldgicos séo de digestao e regulagéo, no ramo industrial, possui uma enorme
variedade de aplicacbes principalmente na industria de detergentes e de
alimentos. Com a tendéncia mundial no uso de tecnologias ndo poluentes, as
proteases também comegaram a serem usadas em larga escala no tratamento
do couro, em substituicdo aos compostos toxicos e poluentes até entdo
usados, principalmente os sulfetos. Na industria farmacéutica, as proteases sao
usadas em pomadas cicatrizantes e tém um uso potencial para outros
medicamentos. Os microrganismos representam uma excelente fonte de
proteases devido a sua grande diversidade bioquimica e facilidade de
manipulagao genética. As proteinas sao hidrolisadas por microrganismos, que
utilizam os produtos de degradagao como nutrientes para sua multiplicagao
celular. A degradagdo ¢ iniciada por endopeptidases secretadas pelos
microrganismos, seguida de hidrdlise posterior por exopeptidases em um sitio
extra ou intracelular. Numerosas proteinases sao produzidas por
microrganismos distintos, dependendo da espécie, ou mesmo por diferentes
cepas de uma mesma espécie. Proteinases diferentes também podem ser
produzidas pela mesma cepa, em resposta a variagdo nas condigoes de
cultura. A maioria das serina proteinases comerciais, principalmente as
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alcalinas e neutras, sdo produzidas por organismos que pertencem ao género
Bacillus. As subtilisinas sdo as representantes deste grupo. Enzimas similares
também s&o produzidas por outras bactérias, como por exemplo, bactérias do
género Clostridium, Haemophilus, Aeromonas, Lactobacillus e Serratia. Os
fungos também produzem serina proteinases; principalmente por varias
linhagens de Aspergillus oryzae. As cisteino endopeptidases ndo séao
encontradas tdo amplamente como as serino e as aspartico endopeptidases.
As proteases microbianas representam cerca de 40% da venda total mundial
de enzimas.

A industria de detergentes é atualmente a maior consumidora deste
biocatalizador, ja a industria de alimentos situa-se entre aquelas que
apresentam maior demanda por enzimas em seus processos. Nas areas de
panificagao e biscoitaria, de produgao de laticinios e de processamento de
carnes e couros também s&o utilizadas diversas enzimas, sendo as proteases,
lipases e amilases as principais. Isto constitui por si s6 em demanda suficiente
por pesquisas que visem o desenvolvimento de processos em que a moderna
tecnologia enzimatica seja implementada e aperfeigoada.

As proteases ocupam um papel de destaque nas enzimas utilizadas
industrialmente. Representam 60% do total de venda de enzimas no mundo.
Elas possuem um grande historico de aplicagdo na industria de alimentos e no
mercado de peles. Varias industrias se destacam na comercializacdo de
proteases, entre estas, a Novo Nordisk®, a Gist-Brocades®, a Genecor® e a
Miles®.

Os microrganismos sao responsaveis por cerca de 40% da produgao de
proteases utilizadas industrialmente, podendo ser obtidas de bactérias, fungos
e virus sendo que as produzidas pelas bactérias apresentam maior
empregabilidade.

Abaixo estdo relacionados os ramos industriais que utilizam protease,
bem como suas respectivas fungbes:

Detergentes
Todas as proteases encontradas em detergentes sdo serino proteases
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produzidas por diferentes linhagens de bacilos. A maioria € alcalina, como a
Alcalase®, protease bacteriana produzida pela Novo Nordisk® da Dinamarca.

Atualmente, as pesquisas em torno das proteases vém tentando
entender melhor o mecanismo do processo de lavagem encontrados presentes
nos detergentes. Ainda ndo esta claro porque proteases de estruturas similares
atuam de maneiras diferentes. Informagdes como adsorgao/desorgdo de
sujeira, especificidade das enzimas, valor do pl em relagao ao pH da solugéo
do detergente sdo muito importantes.

Curtumes

No processamento de couros, as proteases possuem ampla fungao. Na
fase de limpeza, por exemplo, & necessario haver reidratagdo da pele,
passando pela remogao de pélos, em que é utilizada uma protease alcalina,
porque o pH aicalino ajuda na exposigao de foliculos pilosos, facilitando sua
remocao.

Na Idade Média, com a finalidade de amaciar couros e peles, eram
utilizadas fezes de cdes e pombos, desconhecendo-se, entretanto, que o efeito
devia-se a agdo de proteases que hidrolisavam seletivamente proteinas
responsaveis pela rigidez, tornando-o macio sem alterar a sua resisténcia.

Ja em 1910, utilizavam-se enzimas de forma comercial, em sua maioria
de origem animal, como do péncreas bovino para auxiliar no processo de
curtimento de peles. Até cerca de 15 anos atras, utilizavam-se principaimente
enzimas de origem animal. O desenvolvimento da biotecnologia fez surgir uma
nova era de produtos enzimaticos, oriundos de microrganismos, que passaram
a substituir as enzimas animais.

Nos dias de hoje, a substituicdo de processos quimicos por processos
biologicos esta se tornando uma necessidade, para este segmento industrial,
pois a carga de efluentes gerada nos curtumes vem aumentando os custos da
produgédo coureira em fungao do tratamento exigido.

Levando-se em conta que os processamentos quimicos habituais geram
uma carga poluente perigosa e em grande quantidade, principalmente sulfeto

de sodio, acarretando em problemas para a eliminagdo dos dejetos, ficam
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evidentes as vantagens da utilizagdo de enzimas, sendo bastante coerente,
pois, tanto a pele quanto os pélos sao formadas por proteinas e outras
biomoléculas e, portanto, suscetiveis a acdo de enzimas.

Como bom exemplo, pode-se citar as proteases alcalinas que s&o
utilizadas para aumentar a velocidade de absor¢gdao de agua pela pele,
diminuindo o tempo de reidratagao e, consequentemente, os custos.
Panificacéo

Existem diferengas consideraveis na farinha e nas caracteristicas finais
do produto na industria de panificagdo ao redor do mundo. A selegao da
variedade de trigo é uma delas. Pode-se acrescentar que a aplicagado de
diferentes enzimas tem impacto no processamento da farinha, no manejo
mecanico e no assar o produto.

O principal componente das farinhas de trigo para o processo de
panificagédo é protéico. Sua funcionalidade é muito atribuida a gluteninas e
gliadinas insolaveis, além de existirem muitas discussdes em torno do gluten
do trigo. O gluten hidratado no estagio de mistura da farinha desenvolve
mudangas no “cross-linking” e “spatial structures”, que dao as propriedades
viscoelasticas que fazem da farinha de trigo a principal matéria prima da
industria de panificagao.

Laticinios

Dentre as proteases de maior relevancia econdémica para nosso estado
destacamos a quimosina (E.C. 3.4.23.4), largamente utilizada no processo de
manufatura de queijo. A quimosina € uma protease acida, de massa molecular
de 40.000 daltons, cuja agdo proteolitica e estrutura em muito se assemelham
as da pepsina. Sua ac¢ao hidrolitica sobre ligagbes pépticas é favorecida pela
presenga de cadeia lateral aromatica na vizinhanga da ligagao a ser rompida.
Cervejarias

A papaina é a protease mais usada nas cervejarias porque sua agao
nao origina peptideos amargos e por manter a estabilidade da espuma. Nessa
industria, age hidrolisando a proteina do malte que causa a turvagdo da

cerveja. Dentre as enzimas proteoliticas contidas na papaina comercial, a
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quimiopapaina e a papaina sdo responsaveis por evitar essa turvagao. Estas
enzimas tém boa atividade apds a pasteurizagdo da cerveja, sendo essa uma
razdo importante para seu uso. Pelo menos 20 ppm de papaina sao
adicionados a cerveja para manter a atividade enzimatica por mais de 16
semanas a 30°C.

O desenvolvimento de novas fontes e de enzimas com caracteristicas
vantajosas em relagdo as atualmente disponiveis é, portanto, de elevado
interesse. Neste contexto, os presentes inventores desenvolveram um
processo de produgao de protease de uso industrial, sendo a referida protease
denominada S64 e produzida por uma espécie de Bacilo da linhagem 02IM. A
protease da presente invengao apresenta grande estabilidade em surfactantes,
estabilidade satisfatoria para uso em detergente e outras aplicagdes industriais.
Além disso, a presente invengdo proporciona as seguintes caracteristicas
vantajosas.

1) A atividade enzimatica de protease superior a 100 U em cada mL de
mosto de crescimento antes do processo de concentragao,
determinada a temperatura de 50 °C em pH 8,0, utilizando como
substrato azocaseina 2%;

2) O rendimento enzimatico de protease superior a 5 U para cada mg de
meio utilizado;

3) A produtividade enzimatica de protease superior a 10 U por hora de
bioprocesso;

4) A atividade enzimatica de protease com estabilidade ndo variando
mais que 50% entre a faixa de pH de 6,0 a 10,0;

5) A temperatura de atividade 6tima entre 50 e 65°C;

6) A manutengdo de atividade enzimatica de protease acima de 50%
apdés uma hora a temperatura de 50°C;

7) Nenhuma perda de atividade enzimatica de protease em formulagao
contendo 1,5% de surfactante Nonil Fenol etoxilado 6M,;

8) Nenhuma perda de atividade enzimatica de protease em formulacéo

contendo 15% de surfactante Nonil Fenol etoxilado 9,5M;

.80

e
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9) Nenhuma perda de atividade enzimatica de protease em formulagéo
contendo a mistura de 1,5% de surfactante Nonil Fenol etoxilado 6M
e 15% de surfactante Nonil Fenol etoxilado 9,5M;

10)A perda de atividade enzimatica de protease inferior a 5% em
formulagao contendo 1, 2, ou 5% de isopropanol;

11)A perda de atividade enzimatica de protease inferior a 20% em
formulagao contendo 2M de cloreto de sddio;

12)A manutengdo da atividade enzimatica de protease em solugdes
aquosas contendo concentragao igual ou inferior a 4 mM dos ions de
manganés, zinco e caicio;

13)A manutencdo da atividade enzimatica de protease superior a 80%
utilizando sulfato de amdnio na faixa de 0-20%, no processo de
precipitagdo protéica; |

14)A manutengdo da atividade enzimatica de protease superior a 50%
utilizando sulfato de aménio na faixa de 0-40%, no processo de
precipitagdo protéica;

15)A manutengdo da atividade enzimatica de protease superior a 70%
utilizando membranas de ultrafiltragdo com sobrepresséo igual ou
inferior a 2kgf/cm?.

16)A massa molecular da protease S64 de 26.000+3.000 através de gel
de poliacrilamida SDS-PAGE;

17)O ponto isoelétrico da protease S64 ¢ 10,8+0,7 por cromatografia de
focalizagao isoelétrica em Rotofor;

18)A protease alcalina S64 especificada nos itens acima de 1 a 17 é
produzida por um microrganismb que pertence ao género Bacillus sp;

19)A protease alcalina S64 especificada nos itens acima de 1 a 17 &
produzida por um microrganismo que pertence ao género Bacillus sp
linhagem 02IM.

Sumario da invencao

Tendo em vista as limitagbes do estado da técnica e as peculiaridades
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da presente invengdo, € um objeto de presente invencao proporcionar
composigdes para limpeza domeéstica ou industrial compreendendo proteases
alternativas as presentemente disponiveis.

Em um aspecto da presente invengdo, sendo, portanto, um objeto da
mesma, as proteases da presente invengao apresentam elevada estabilidade
surfactante e compatibilidade com substancias presentes em composigdes de
uso industrial.

Em um outro aspecto, sendo, portanto, um adicional objeto da presente
invengdo, € provido um processo para a produgdo das referidas proteases,
sendo o referido processo caracterizado pelo cultivo do Bacillus sp da linhagem

02IM em processo submerso.

BREVE DESCRICAQ DAS FIGURAS

FIGURA 1: Seqiéncia do fragmento de DNA amplificado com primers para
RNA ribossdmico 16S a partir de RNA do Bacillus sp 02IM.

FIGURA 2: Analise da produgdo de protease S64. Determinagdo da atividade
enzimatica pela utilizagao de azocaseina 2%.

FIGURA 3: Variaggo do pH durante o cultivo celular para produgdo de protease
S64.

FIGURA 4. Crescimento populacional avaliada por medida de massa seca
durante a produgao de protease S64. Filtragem em membrana de 0,5 um.
FIGURA 5: Crescimento populacional por plagueamento em “spread plate”
durante a produgao de protease S64.

FIGURA 6: Variagdo da proteina total avaliada pelo método de biureto durante
a produgéo de protease S64.

FIGURA 7: Influéncia do pH na atividade da protease S64.

FIGURA 8: Influéncia da temperatura na atividade enzimatica da protease S64.
FIGURA 9: Estabilidade térmica da protease S64.

FIGURA 10: Atividade enzimatica de mostos de crescimento do Bacilo 02IM,
produzidos em biorreator. Lotes utilizados para formulagées experimentais

FIGURA 11: Cromatografia de troca i6bnica em DEAE Sepharose do mosto de
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crescimento do Bacilo 02IM
FIGURA 12: Cromatografia de troca iénica em CM celulose do mosto de

crescimento do Bacilo 02IM

Descricao Detalhada da Invencao

O microrganismo foi semeado em placas contendo agar nutritivo e
incubado por 48 horas a 37°C, para a etapa de caracterizagdo morfolégica que
compreendia a observagdo da morfologia da coldénia e posteriormente, em
microscopia optica com laminas a fresco e com coloragdo pela técnica de
Gram, utilizando ocular com marcagéo para realizagdo de medidas de didametro
e comprimento celular.

A fim de realizar a caracterizagdo bioquimica do microorganismo foram
realizados os seguintes testes:

a) Para a produgdo de catalase. Nesse teste, o isolado foi cultivado a
37°C, por 24 horas em placa de agar nutritivo. Apos este tempo, uma colénia
foi retirada da placa com uma alga de platina e colocada sobre uma lamina de
vidro. A seguir, trés gotas de H,0, 3% foram adicionadas sobre a colbnia e a
formacgao de bolhas de oxigénio foi observada.

b) Para a produgao de fenilalanina deaminase (E.C. 4.3.1.5 Fenilalanina
amoénia-lisase). Nesse teste, o isolado foi cultivado a 37°C, por 24 horas em 30
mL de meio contendo, em g.L'1, 2,0 de DL-fenilalanina, 3,0 de extrato de
levedura, 5,0 de cloreto de sédio, 1,0 de difosfato de sédio e 1,2 de agar.
Posteriormente foi utilizado 1 mL do reagente para revelagao (12,0 g de cloreto
de ferro, 2,56 mL de &acido cloridrico concentrado e agua destilada em q.s.p.
1.000 mL).

¢) O teste Voges-Proskauer (VP). Nesse teste, o isolado foi cultivado a
37°C, por 24 horas em 30 mL do meio contendo, em g.L", 7,0 de peptona, 5,0
de glicose, 5,0 de tampao fosfato de potassio 100 mM. Para este teste foram
utilizados 1 mL de cada reagente: a) 5% de a-naftol em etanol absoluto; b) 40%
de hidroxido de potassio (Reagente de Battitt’s).

d) O teste do indol. Nesse teste, em 30 mL de meio de cultura,

.o
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composto, em g.L™', 10,0 de peptona de caseina, 5,0 de cloreto de sédio e‘ 10,0
de triptofano, o isolado foi cultivado a 37°C, por 24 horas. Foi utilizado 1 mL do
Reagente de Kovacs (150 mL de 4dlcool isoamilico, 10,0 g de p-
dimetilaminobenzaldeido (DMAB) e 20 mL de acido cloridrico concentrado.

e) O teste da Hidrolise de amido. Nesse teste, o isolado foi cultivado em
placas contendo o meio de cultura agar nutritivo acrescido de 1% de amido
soluvel, pH 6,8-7,0. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Apos este
periodo as zonas de degradagéo foram reveladas submetendo-se as placas a

vapores de iodo metalico.

Utilizacdo de diferentes fontes de carbono:

Em tubos contendo caldo nutritivo com pH entre 7,2 e 7,6, adicionado de
0,018 g.L ' de vermelho de fenol, foram adicionadas as diversas carbono
(esterilizadas por filtragdo), na concentragéo final de 1%. Também foi testado
na concentragao final de 3%, citrato de sdédio. Estes tubos contendo 30 mL de
meio foram inoculados com 10pL de uma cultura crescida por 12 horas em tubo
contendo caldo nutritivo, durante 24 h a 37 °C.

O Teste da liquefagédo da gelatina também foi utilizado para identificar a
utilizagdo de diferentes fontes de carbono. Nesse teste foram inoculados 10uL
de uma cultura cultivada em caldo nutritivo por 12 horas, sobre uma placa de
Petri contendo o seguinte meio de crescimento, em g.L™": 15,5 de peptona de
caseina, 5,0 de extrato de levedura, 2,0 de glicose, 2,5 de cloreto de sodio,
0,75 de agar, 50 de gelatina, com pH ajustado para 7,0, cultivados a 37 °C por
48 horas.

Sequenciamento do DNA 16S da cultura bacteriana do género Bacillus:

A amostra foi submetida a extragdo DNA gendmico, pelo método de
fervura (termoextragédo). A caracterizagao do isolado pela sequéncia do rDNA
16S foi realizada pela técnica de PCR. Para amplificar a regido 16S rDNA,
foram desenvolvidos primers universais a partir de regides conservadas

definidas em alinhamentos multiplos entre as espécies B. cereus e B. subtilis,
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utilizando o programa Vector NTI versdo 4.0. Estes foram denominados Bac
16S-up, que apresenta a sequéncia (5'-3') GGA GAG TTT GAT CCT GGC TC,
e Bac 16S-do qual a seqiiéncia (5'-3') € AGT TGG TGA GGT AAT GGC TC e
possibilitam a amplificagdo do fragmento de aproximadamente 272pb. Na
realizagao do teste de PCR, 5ul do DNA molde foi adicionado a 20ul de uma
mistura contendo 10mM de Tris-Cl , 50mM KCI, 2,5 mM MgCl, 30pmol de cada
primer, 200 uM dNTPs e 1U de Taq polimerase. Em seguida, as amostras
foram levadas ao termociclador e submetidas a 35 ciclos constituidos de 45s a
94°C, 1 min a 65°C e 45s a 72°C, sendo utilizada uma extensao final de 10 min
a72°C.

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% com 0,5ug de Brometo de etidio.mL™" e visualizadas sob luz
ultravioleta . O tampao utilizado na corrida eletroforética foi TEB 1X. |

O produto de PCR obtido foi retirado com auxilio de bisturi e extraido do
gel de agarose com Kit GFX TM PCR®, para purificagdo de bandas de DNA em
gel. O produto da purificagdo foi sequenciado em sequenciador automatico
MEGABACE 1000® com DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit®.
As seqliéncias foram analisadas por alinhamento utilizando o programa Clustal

X®e BLASTN® avaliadas através do GenBank®.

Propriedades bacterioldgicas do Bacilo 02IM:

A espécie do bacilo. Linhagem 02IM relacionada a esta invengao tem as
seguintes propriedades bacteriologicas:

(a) Forma: Bastonete

(b) Coloragao de Gram: Positivo

(c) Producgao de end6sporo: Positivo

(d) Forma de esporos: Elipse central

(e) Mobilidade: Positivo

(f) Atitude para oxigénio: Aerdbico

(9) Produgéo de Catalase: Positivo

(h) Crescimento em condi¢ao de anaerobiose: Positivo
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(i) Voges-Proskauer (VP) reagdo: Positivo
(j) pH de VP caldo cultura: 6,2
(k) Glicose: Positiva
(I) Arabinose: Positiva
(m) Xilose: Positiva
(n) Manitol: Positiva
(o) Liquefagdo de gelatina: Positivo
(p) Degradacao de amido: Positivo
(q) Utilizagao de citratos: Negativo
(r) Deaminacgao da Fenilalanina: Negativo
(s) Reagao de gema de ovo: Negativo
(t) Redugéo de nitrato:Negativo
u) Crescimento a pH 6,8: Positivo

(

(v) Crescimento a pH 5,7: Positivo

(x) Crescimento em 5% cloreto de sodio: Positivo
(

y) Crescimento em 7% cloreto de sédio: Negativo

Seqiienciamento do DNA 16S da cultura bacteriana Bacilo 02 IM:

A sequéncia obtida, comparada contra o genebank através do BLASTn®
apresentou 100% de homologia para Bacillus sp e 99% para Bacillus subtilis.
Ao utilizar o programa CLUSTAL X® ficou demonstrado que a sequéncia

apresenta maior homologia com B. subtilis comparado ao B. cereus.

Producéo da Protease:

Para as produgbes, foram utilizados como meio de cultura matérias

primas contendo a composi¢ao descrita na Tabela 1.

Ativacgao celular:
Uma aliquota de 50 pL foi retirada dos frascos de manutengao de Bacilo
02IM, mantidos a ~20°C, semeada em um tubo contendo 10 mL de meio LB. O

tubo foi incubado em banho d’agua com agitagdo em temperatura mesofila.
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Apbds a realizagdo de coloragdo de Gram para verificar a auséncia de

contaminacgao, o restante do tubo foi vertido para o frasco denominado “frasco

indculo”.

TABELA 1: Composi¢ao percentual média do meio de cultivo

Composigcao média (%)

Umidade 6,00
Proteina b.s. (N x 6,25) 60,00
Lipideos 1,50
Cinzas 7,50
Fibras 1,50
Carboidratos 23,50
Aminoacidos

Acido aspartico 6,49
Acido glutamico -
Alanina 1,66
Arginina 5,83
Cistina 8,26
Fenilalanina 3,11
Glicina 1,56
Hidroxiprolina -
Histidina 0,46
Isoleucina 2,01
Leucina 4,15
Lisina 245
Metionina 0,43
Prolina 3,31
Serina 2,40
Tirosina 1,12
Treonina 5,03
Triptofano 0,74
Valina 3,41
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Frasco in6culo:

O crescimento de Bacilo 02IM no frasco inéculo foi realizado em agitador
de plataforma, em temperatura mesofila. Foi utilizado um Erlenmeyer de 1.000
mL que continha 200 mL de meio de cultura esterilizado a 121°C por 15
minutos. Apoés incubagdes, a massa celular foi coletada por centrifugacdo
(10.000 rpm por 15 minutos) e lavada trés vezes com tampéo fosfato estéril 50
mM pH 7,0. Posteriormente, esta massa de células foi ajustada para uma
densidade éptica superior a 0,001 em espectrofotdmetro a 600 nm. O reator foi

inoculado com 100 mL da suspensao de massa celular.

Reator:

Foi utilizado um contendo o meio acima citado, ajustado para pH
proximo a neutralidade. Ao meio de cultivo foram adicionados dois mL de
antiespumanté. No ensaio de produgdo foram mantidos os pardmetros de
agitagdo constante, taxa de aeragdo superior a concentragao inibitéria minima
para este microrganismo, durante todo o processo e temperatura meséfila. O
meio de produgdo foi autoclavado a 121°C por 1 hora.

Para cada tempo de tomada de amostra do processo, foram retiradas
duas aliquotas de 20 mL do mosto, sendo antes desprezados os primeiros 20
mL contidos no tubo de amostragem do biorreator.

As aliquotas amostradas em frascos ndo estéreis foram utilizadas para a
realizagdo dos ensaios fisico-quimicos: determinacdo de absorbancia, pH,
massa seca, proteinas totais e atividade enzimatica. As aliquotas em frascos
estéreis foram utilizadas para os ensaios microbiolégicos de contagem de
células viaveis totais além de verificagdo de contaminagdes por microscopia
Optica com lamina a fresco e coloragdo de Gram. Foi retirada uma aliquota em
tubos esterilizados para os ensaios microbioldgicos e uma aliquota em tubos

nao-esterilizados para os demais ensaios.

Ensaios enzimaticos - Determinacao da atividade proteolitica com azocaseina:

A determinagdo da atividade protedsica S64 dos diversos pontos do

L]
.o
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processo de crescimento foi realizada utilizando-se solugdo de azocaseina 2%
como substrato.

Para o ensaio foi utilizada a seguinte mistura de reagéo: (1) Amostra (0,1
mL de substrato; 0,1 mL de amostra; 0,2 mL tampao fosfato 200 mM pH8,0);
(2) branco da amostra (0,1 mL de substrato; 0,8 mL de acido tricloroacético
20%; 0,1 mL amostra; 0,2 mL de tampao fosfato 200 mM pH8,0). Os tubos
foram incubados a 50°C por quinze minutos. Transcorrido o tempo de
incubacao, foi adicionado 0,8 mL de acido tricloroacético nos tubos contendo
as amostras. Todos os tubos foram imediatamente resfriados e centrifugados
por cinco minutos a 13.000 rpm. A leitura da atividade proteasica foi realizada
em espectrofotdmetro com um comprimento de onda de 400 nm para
determinagdo da DO. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Neste ensaio de atividade proteolitica, 1 U enzimatica foi expressa como
1A0D.mL™".h".

Para a produgdo de protease S64 a ser utilizada nos ensaios de
formulagdes, ensaios de concentragao, estabilizagdo dos extratos enzimaticos

e os processos de cultivo do Bacillus sp foram realizados.

Acompanhamento do processo de producdo de protease alcalina S64 por

diversos parametros:

Determinagao do pH:

O controle do pH em um bioprocesso & importante de ser avaliado, pois
& um método de medida simples e rapido de ser determinado. Tendo o perfil da
curva de pH dos cultivos, € possivel verificar imediatamente as alteragdes

durante um processo de produgéo.

Determinagao dos crescimentos do Bacilo 02IM por absorbancia:

A absorbancia foi determinada em um espectrofotometro utilizando-se
cubeta de acrilico com caminho 6ptico de 10 mm. A medida de absorbéancia foi
realizada no comprimento de onda de 600 nm, zerando-se 0 equipamento com

agua destilada. As amostras dos diversos tempos de crescimento foram
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submetidas a homogeneizacdo em vortice por 15 segundos, diluidas na
proporcdo de 1:50 em agua destilada, novamente homogeneizada por 15
segundos e as absorbancias foram lidas no comprimento de onda especificado.

Determinagao da massa seca:

As aliquotas referentes aos tempos de crescimento foram agitadas em
vortice por 15 segundos em tubo de ensaio. Uma aliquota de 10 mL do mosto
dos crescimentos do Bacilo 02 IM para produgao de protease foi filtrada através
de sistema de filtracdo a vacuo, utilizando-se membrana com poro de 0,45 um,
previamente pesadas apds as mesmas terem sido mantidas por 3 dias a
temperatura de 50 °C. Posteriormente, as amostras secas foram pesadas
diariamente até a massa permanecer constante e destes valores foram
descontados os pesos iniciais das membranas.

As amostras obtidas apoés a filtragdo foram transferidas para frascos e

mantidas a —20°C para as analises fisico-quimicas.

Determinagéo do numero de células viaveis totais:

As amostras foram retiradas assepticamente do biorreator, em tubos de
ensaio esterilizados e homogeneizadas em vértice por 15 segundos.

As amostras foram diluidas pela técnica das diluigbes decimais
sucessivas até a obtencgao das diluigbes apropriadas para o plagueamento.

As placas de Petri contendo em média 30 mL de agar nutritivo foram
mantidas a 32°C para secagem, por um periodo de trés dias. A contagem foi

realizada segundo o método de "spread-plate”.

Determinacao da concentracdo de proteina total:

A concentragdo de proteina das amostras foi determinada pelos
métodos de Bradford, biureto, acido bicinchoninico e espectrofotometria em
uv.

As determinagbes de proteina foram realizadas para cada tempo de

fermentagdo e comparadas com a respectiva curva-padrdo. A curva foi
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preparada utilizando-se albumina sérica bovina.

Ensaios para Determinagdo de Proteina:

a) Bradford

Neste método (Bradford, 1976), 20 uL de amostra foram adicionados a
1,0 mL de reagente de Bradford (100 mg de comassie Blue G-250, 50,0 mL de
etanol 95%, 100 mL de acido fosférico e agua destilada para um volume final
de 1000 mL) e apds a incubagdo a temperatura ambiente por 10 minutos, a
quantidade de proteina foi determinada a 595 nm.

b) Biureto

Para realizagdo da dosagem de proteina total pelo método do Biureto,
em 300 pL de amostra foram adicionados 700 uL de reagente Biureto (1,5 g de
sulfato de cobre penta hidratado, 6,0 g de tartarato de sédio e potassio em 500
mL de agua destilada, 300 mL de hidroxido de sédio 10% e novamente agua
destilada para um volume final de 1000 mL) e apds a incubagéo a temperatura
ambiente por 10 minutos, a quantidade de proteina foi determinada a 520 nm.

¢) Acido bicinchoninico

Em 5 pL de amostra foram adicionados 100 puL de reagente acido
bicinchoninico (reagente A: 1% de acido bicinchoninico, 2% de carbonato de
sodio hidratado, 0,16% de tartarato de sodio, 0,4% de hidroxido de sodio e
0,95% de bicarbonato de sédio; reagente B: 4% de sulfato de cobre penta
hidratado em agua). A relagdo dos reagentes é de 98 partes de A e 2 partes de
B e ap6s a incubagdo a temperatura ambiente por 30 minutos, a quantidade de
proteina foi determinada a 562 nm.

d) Espectrofotometria UV

A leitura foi determinada em 280 nm e 205 nm utilizando-se cubeta de
quartzo com caminho 6ptico de 1 cm. Em 280 nm as amostras foram diluidas
seguindo um fator de 1:50 em agua destilada e em 205 nm foram diluidas
seguindo um fator de 1: 1000, também em agua destilada. Posteriormente

aplicou-se o valor obtido na seguinte equagao:
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Condugao do processo e recuperagao do produto final:

Durante o processo, foram retiradas aliquotas em tempos pre-
determinados, para a realizagdo das analises e controles descritos
anteriormente.

Ao término dos processos de produgdo, o mosto foi centrifugado sob
refrigeragdo. O sobrenadante foi armazenado em frasco de vidro esterilizado e

congelado para posteriores ensaios.

Ensaios com o sobrenadante das culturas:

Determinagao do pH e temperatura:

As atividades da protease S64 foram testadas em uma faixa de pH
compreendida entre 3,0 a 10,5. Os tampdes utilizados foram tampéo
citrato/fosfato para pH entre 3,0 e 5,5, tampéo fosfato de sédio para pH entre
6,0 e 8,0, tampéo Tris-Cl para pH 8,5 e 9,0 e tampao carbonato/bicarbonato de
sodio para 9,5, 10,0 e 10,5, todos na concentracdo de 50 mM. A protease foi
ensaiada com azocaseina a 50°C e pH 8,0, sendo incubados por 15 minutos.

Para determinagao da atividade em fungé@o da temperatura, o ensaio de

protease S64 foi realizado com tampao fosfato de sédio 50 mM pH 8,0.

Determinagéo do pH e temperatura:

O pH ideal de atividade enzimatica de protease produzida pelo Bacilo
02IM, ao analisar o mosto, esta na faixa de 7,5 a 9,0. Esta dentro da faixa do
concentrado enzimatico de protease, comercializado pela empresa Novo
Nordisk®, a Alcalase®, que possui uma atividade proteolitica 6tima no pH 8,0-
9,0. J4 a Esperase® possui uma faixa ideal de pH entre 8,0 e 10,0, entretanto,
a queda de atividade ap6s o pH 10,0 € mais gradual do que a Savinase®. A

curva de atividade apos o pH 10,0 do mosto do Bacilo 02IM se apresentou
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mais préximo ao comportamento da Alcalase®.

A Savinase® é um concentrado de protease produzido pela Novo
Nordisk. Sua caracteristica frente a diferentes pHs é semelhante a Esperase®,
outro concentrado protéico da Novo Nordisk . Entretanto, € um produto mais
estavel quanto a sua auto-hidrélise, pois em sua formulagdo é adicionado o
composto estabilizador 4-FPBA (4-formil-fenil-acido bdrico). A estabilidade
enzimatica € de extrema importancia para garantir a eficiéncia enzimatica apos
o armazenamento. Atualmente o borato é adicionado as formulagdes de
detergentes liquidos para atender a estes propdsitos. O estabilizante
adicionado a formulagdo ira promover estabilidade a Savinase® , assim como
para outras enzimas na formulagao, como as amilases, lipases e celulases. O
4-FPBA age como um inibidor reversivel da protease.

Outro concentrado produzido pela Novo Nordisk é a Everlase®, que
possui uma curva de pH semelhante a Savinase®, porém com uma maior
estabilidade em presenga de alvejantes.

A temperatura ideal para atividade da protease produzida pelo B. subtilis
02IM esta na faixa entre 60 e 65°C. A Alcalase®, a Esperase®, a Savinase® e a
Everlase® possuem atividade maxima na temperatura de 60°C, apresentando
uma queda bem mais pronunciada em temperaturas superiores, em

comparagao a protease do Bacilo 02IM.

Termoestabilidade:

O sobrenadante do cultivo de protease foi testado para estabilidade
térmica a 50°C e 65°C, em diferentes tempos de pré-incubagéo.

Ao ser testada a termoestabilidade da protease do Bacilo 02 IM, a
mesma perdeu pouco mais de 50% da atividade apdés 2 horas de pré-
incubagdo na temperatura de 50 °C. A partir da décima sexta hora de pré-
incubagdo, o produto ndo apresentou mais atividade. Ao ser pré-incubado a
65°C, o produto perdeu totalmente a atividade apds 2 horas de pré-incubagéao.

A Alcalase®, apés 10 minutos de pré-incubacdo a 50°C, perdeu 10% de

.
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sua atividade, e a 65°C a perda foi de mais de 40% da atividade. Ja a
Esp’erase® apresentou uma maior estabilidade térmica, pois teve uma perda de

20% da atividade ao ser pré-incubada por 10 minutos na temperatura de 65°C.

Efeito de inibidores, detergentes, agente redutor e ions sobre a atividade
enzimatica:

A protease S64 foi pré-incubada durante 30 minutos com os seguintes
produtos: surfactante nonil fenol etoxilado 6 M (RENEX 60) e 9,5 M (RENEX
95); 1,5% RENEX 60, 15% RENEX 95, 15% e 15% RENEX 95,
polietilenoglicol 1%, 5% e 10% e isopropanol 1%, 5% e 10%. Para protease
também foram ensaiados com pré-incubagdo de NaCl 2M, B-mercaptoetanol
5% e EDTA 2 mM. O resultado foi apresentado como % de atividade residual
relativo ao controle sem os produtos. |

O efeito de ions na atividade de protease S64 foi determinado apods a
pré-incubagao por 30 minutos das enzimas com 4 mM de sulfato de cobre,
sulfato de manganés, sulfato de zinco, cloreto de calcio, sulfato de calcio,
sulfato ferroso e cloreto de litio.

A concentragdo 4 mM de ions causou diminuigdo da atividade da
protease de B. subtilis 02IM quando adicionado sulfato de cobre (48,6%),
sulfato de zinco (1,7%) e sulfato ferroso (34,3%). Ocorreu um aumento quando
adicionado sulfato de manganés (14%) e cloreto de litio (9,4%). A adi¢éo de
sais de calcio, cloreto de calcio (21,5%) e sulfato de calcio (34,5%) causaram
0s maiores aumentos de atividade enzimatica.

A concentragdo de 2 M de cloreto de sddio reduziu em 15% a atividade
e o B-mercaptoetanol em 25,3%.

Os surfactantes, a mistura dos mesmos, € o isopropanol, produtos
geralmente presentes na formulagao dos detergentes, nao alteraram de
maneira significativa a atividade de protease.

O polietilenoglicol também nao alterou a atividade enzimatica. Este
produto ndo é utilizado nas formulagdes de detergente, entretanto esta

presente nas formulacdes de concentrados de protease liquidas da empresa
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Novo Nordisk em até 50%.

Concentracéo e purificacao:

Sulfato de aménio:

As concentragdes dos mostos protéicos foram realizadas utilizando
sulfato de amdnio na concentragdo de 85%. Foi realizada também uma
concentragao/purificagdo fracionada, utilizando as seguintes faixas de

concentragao de suifato de amdnio: 0-20% e 0-40%.
Membrana de ultrafiltragao:
O processo de concentragdo utilizando ultrafiltragao foi realizado com

membranas de celulose regenerada com poro de 10 kDa e de 50 kDa.

Purificacdo e Concentracéo:

Os sobrenadantes de cultura foram dialisados por 24 horas contra
tampao tris-Cl 50 mM pH 8,5, a 4° C, em sacos de dialise com poro de

exclusao de 12 a 14 kDa.

Cromatografia em coluna DEAE-Sepharose e CM-celulose:

Apos lavagem e equilibrio da coluna com tampéao tris-Cl 50 mM pH 8,5,
foram aplicados na coluna C26/40 1.000 mL das amostras contendo 200 mL de
resina DEAE-Sepharose e CM-celulose. Inicialmente, foram aplicados 4
volumes de coluna do tampao de equilibrio. A primeira etapa de eluigao foi
realizada com tampao até a leitura em 280 nm voltar a linha de base.
Posteriormente, foi aplicado um gradiente de NaCl que foi levado até 1,0 M em
6 a 7 volumes de coluna. O fluxo utilizado foi de 5 mL.min" (resina DEAE
Sepharose) e 2,5 mL (CM celulose). Foi coletada fragdo de 20 mL. O
acompanhamento da purificagdo foi realizado com leitura das fragdes em 280
nm e ensaio de atividade com azocaseina 2%. A purificacdo foi realizada a
temperatura ambiente.

Todas as formulacdes experimentais utilizando os lotes de produgéo
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experimental de protease foram realizadas adicionando os produtos
enzimaticos no volume de 200 mL.L" de protease. Os lotes apresentaram
estabilidade e caracteristicas visuais semelhantes aos detergentes formulados
com concentrados enzimaticos comerciais. Entretanto, ao ser realizada a
concentragdo utilizando membranas de celulose regenerada de 10 kDa de
poro, a concentragao de proteina nos concentrados enzimaticos experimentais
foi excessivamente elevada.

Ao ser determinada a proteina pelo método do acido bicinchoninico, foi
encontrada a concentragdo média protéica no mosto centrifugado e filtrado
de proteasé de 2,04+0,31 mg.mL™". Ao ser realizada a concentragao, foi feita
préxima a 10x, onde foi encontrada uma concentragdo média de proteina de
20,14+2,18 mg.mL™".

Como a formulagdo comercial do detergente enzimatico recebe até 10%
de isopropanol, este solvente pode acarretar uma precipitagdo de proteinas,
causando o aparecimento de precipitados nas formulagdes experimentais.

Para solucionar este problema foram testadas precipitagdes fracionadas
com sulfato de amodnio, pré-filtragem em membrana de ultrafiltragdo com poro
de 50.000 Da e passagem do mosto centrifugado e filtrado em resinas de troca

idnica.

Sulfato de aménio:
Na faixa de 0-20% houve uma manutencéo de 88% da atividade e uma
redugao de proteina de 19%. Na faixa de 0-40%, apenas 60% da atividade

enzimatica se manteve com uma redugao de 63,7% da proteina total. Na faixa

de 0-60%, houve uma manutengéo da atividade de 44% e uma diminui¢do da

proteina total em 77,4%.
No processo de concentracao, utilizando a faixa de 0-85%, foi mantido
75,5% da atividade, mas houve uma redugéo de apenas 3% na proteina total.
A utilizagdo de sulfato de amédnio n3o influenciou na atividade
enzimatica, sendo que se for utilizado a faixa de 0-20%, estara com uma

concentragdo protéica dentro da faixa dos produtos comerciais, desta forma



ndo causando precipitagdo de proteina quando presente na formulagdo do

detergente enzimatico.

TABELA 2. Purificagdo parcial do mosto de crescimento de B. subtilis 02IM.
5 Precipitagdo fracionada utilizando sulfato de aménio. Ensaio enzimatico
utilizando tampao fosfato de sodio 50mM, pH8,0. Tempo de incubagao 15
minutos. Temperatura de 50°C. Substrato azocaseina 2%. Determinagdo de

proteina pelo método de Bradford.

~ | Reducgao o

Faixa de | Atividade | Proteina Mzg\l:i:je:é;:o de e';;t 'Véiﬁiz
NH4(S04), | (U mL.h") | (mg.mL™") o Proteina P -1

(%) %) (Umg”)
Mosto 165,40 2,26 100,00 0,00 73,19
0-20% 147,01 1,81 88,91 19,91 81,22
0-40% 99,56 0,82 60,19 63,72 121,41
0-60% 73,37 0,51 44,36 77,43 143,86
0-85% 1.248 21,93 75,46 2,96 56,90

¢ Analisado material concentrado 10x.

10
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TABELA 3: Concentragdo/purificagdo do mosto de crescimento de B. subtilis
02IM, através de membranas de ultrafiltracdo. Ensaio enzimatico utilizando
tampao fosfato de sodio 50mM, pH8,0. Tempo de incubagdo 15 minutos.
Temperatura de 50°C. Substrato azocaseina 2%. Determinagdo de proteina

pelo método de Bradford.

Material - = -
da Volume Atividade Atividade Proteina Ptn total Mar]t{tenqao Redugao de Atlwdgde
final 1 total K Atividade 2o o | especifica
Membrana (mL) (U MLh™) ) {mg.mL") (mg) (%) Proteina (%) (U.mg")
Mosto 7.000 184,63 1.292.410 2,26 15.820 100,0 0,00 81,69
Concentr. 660 1.580,40 1.043.064 19,12 12.619 80,7 20,23 82,66
10 kDa
Permeado | 6.810 175,98 1.198.424 1,48 10.078 92,7 36,30 118,91
50kDa
Permeado
50 kDa 600 1680 1.008.000 16,41 9.846 78,0 37,76 102,38
Concentr.
em 10kDa

Membrana de ultrafiltragao:

Na passagem pela membrana de 10kDa, o concentrado manteve 80,7%
da atividade e houve uma redugao 20,23% de proteina. Na passagem pela
membrana de 50kDa, o permeado manteve 92,7% da atividade e houve uma
redugdo 36,3% de proteina. Na passagem do permeado da membrana de
50kDa, pela membrana de 10kDa, o concentrado manteve 78,0% da atividade
e houve uma redugao 37,7% de proteina.

Este processo ndo se mostrou satisfatério para o fim desejado, pois o
produto final apresentou uma concentracdo de 16,41 mg.mL" de proteina,
dosado pelo método de Bradford (Bradford, 1976) (Tabela 20).

Cromatografias do mosto de protease:

Ao ser utilizada uma resina de troca ibnica DEAE Sepharose, foi
observado que a protease ligou-se a resina, nas condigbes do experimento.
Neste processo, 88,3% da atividade foi mantida, com uma redugdo de 46,5%

de proteina, dosada por Azgonm.
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Ja com a utilizagdo da resina CM celulose, a protease foi eluida. Foi
mantido 93% da atividade de protease, com uma redugao de 75% de proteina
total.

A resina mais eficiente para retirada de proteina foi a CM celulose. Nao
foi possivel realizar a concentragdo deste material, devido ao baixo volume,
para podermos avaliar formulagdes experimentais. Apesar da eficiéncia da
resina DEAE Sepharose ter sido inferior, estabelecendo a concentragao exata
de cloreto de sddio, para realizar a eluigdo da coluna esta eficiéncia aumentara
enormemente.

Um grande problema enfrentado nos processo de concentracao do
mosto de protease, nas membranas de celulose regenerada, foi possivelmente
causado pela presencga de polimeros complexos de carboidratos sintetizados
peIE> Bacilo 02IM, a partir de carboidratos presentes no meio de cultura. Estes
polimeros complexos sdo constituidos a partir de rafinose e estaquiose.

Conforme o processo de concentragdo avangava, o material tornava-se
mais viscoso, diminuindo em muito a produtividade da concentragdo. Estes

polimeros foram eliminados ao ser utilizada a resina DEAE Sepharose.
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Reivindicagoes
PROCESSO DE PRODUCAO DE PROTEASE E
COMPOSIGOES PARA LIMPEZA

1. Processo de produgdo de protease alcalina caracterizado pelo fato de
compreender o cultivo da bactéria Bacillus sp. linhagem 02IM em meio
submerso. _

2. Processo, conforme reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que o cultivo
ocorre em temperatura mesdfila e com fornecimento de oxigénio em
concentragdo acima da inibitéria minima .

3. Composigao para limpeza compreendendo protease alcalina, caracterizada
pelo fato de a referida protease ser obtida do cultivo da Bacillus sp. linhagem
02IM. |

4. Composicao, conforme reivindicagéo 3, caracterizada pelo fato de a referida
protease ter elevada atividade enzimatica e ser estavel na presenga de
surfactantes.

5. Composigao, conforme reivindicagdo 3, caracterizada por adicionalmente

compreender outras enzimas e agentes de branqueamento.
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Resumo
PROCESSO DE PRODUGAO DE PROTEASE E
COMPOSICOES PARA LIMPEZA

A presente invengdo descreve um processo de produgdo de uma
protease alcalina S64 a partir da utilizagao de um Bacillus sp. linhagem 02IM; o
crescimento é feito em processo submerso utilizando como meio de cultura um
composto contendo uma ou mais fontes de nitrogénio, carbono sais minerais e
complementos nutricionais, sendo o0 processo realizado em temperatura
mesofila e com fornecimento de oxigénio em quantidade acima da
concentracao inibitéria minima durante todo o processo; sdo também descritas

composigdes de limpeza compreendendo as referidas proteases.
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