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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi selecionar as condi¢des mais adequadas para a
producdo de protease utilizando planejamento fatorial pelo Streptomyces parvulus DPUA
1573. As variaveis de producdo (concentracbes da fonte de carbono- Og/L; 0,5 g/L; 1,0
g/L, de nitrogénio-0,5%; 1,0%; 1,5%; agitacdo- 150, 200 e 250 rpm; temperatura- 28, 32 e
37°C) foram determinadas e analisadas por um planejamento fatorial 2* tendo como
variavel resposta producéo de protease e biomassa celular. Foi verificado que as variaveis
independentes que mais influenciaram na producdo foram a temperatura e agitacéo, sendo
0 ensaio 3 selecionado (0,5% de farinha de soja, 1,0g/L de glicose em 150 rpm a 28°C)
com 347 U/mL. A maior atividade proteasica foi obtida em 48 horas. Logo, a bactéria
filamentosa Streptomyces parvulus DPUA 1573, apresentou atividade proteasica
significativa podendo ser inserida no mercado enzimatico.

1. INTRODUCAO

As proteases sdo enzimas diversificadas, representam um dos maiores grupos de enzimas
industriais. A sua funcdo é de hidrolisar ligacdes peptidicas para fins industriais, apresentam facil
capacidade de manuseio e mais rentavel em razdo de suas diferentes aplicacdes nas industrias
biotecnoldgicas, sendo um fator que facilita o fomento as pesquisas cientificas com as proteases. (Li
etal., 2013).

Estes tipos de enzimas apresentam diferentes fontes, no entanto as proteases microbianas se
destacam no meio cientifico devido a sua capacidade metabolica celular ser considerada de baixo
custo, facilitando no aumento de escala e no crescimento em um curto espago de tempo, sem
depender da sazonalidade produtora. Muitos micro-organismos produzem estas proteases, porém as
bacterias filamentosas do género Streptomyces merece destaque por serem conhecidas cientificamente
pelo seu potencial na producdo de biocompostos de interesse industrial, como antibioticos, &cido
clavulanico e enzimas (Awad et al., 2013; Dubey e Prasad et al., 2014; Mostafa et al., 2012).

Portanto, esta pesquisa teve por objetivo analisar e selecionar os pardmetros mais adequados
para obter maiores rendimentos na producdo de protease de interesse industrial por Streptomyces
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parvulus. DPUA 1573 isolado de liquen da Regido Amazonica, utilizando um planejamento
estatistico.

2. Material e Métodos

2.1 Micro-organismo

A linhagem Streptomyces parvulus DPUA 1573 foi isolada de liquen da Regido Amaz6nia. Para
a sua reativacao foi utilizado o meio de cultivo ISP2 (Pridham et al., 1957), na temperatura de 28°C a
200 rpm por 48 horas.

2.2 Meio para producao proteases pelo Streptomyces parvulus DPUA 1573

Para a producdo foi utilizado o meio MS-2 (Porto et al., 1996), a autoclavagem do meio de
cultivo foi a 121°C, a 1 atm de pressdo, durante 30 minutos. O crescimento celular e producéo de
protease foram analisados a cada 24 horas até 120 horas.

2.3 Planejamento fatorial para a producéo de protease por Streptomyces parvulus DPUA 1573

Os estudos de producdo foram realizados com um auxilio de um planejamento fatorial completo
2* com 4 pontos centrais. Sendo como fatores avaliados, as concentracdes de fontes de nitrogénio e de
carbono, agitacdo e temperatura, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Niveis das variaveis do planejamento fatorial 2* na producéo de protease

Niveis
Variaveis Menor (-1) Central Maior (+1)
Farinha de soja (%) 0,5 1 1,5
Glicose (g/L) 0 0,5 1
Agitacéo (rpm) 150 200 250
Temperatura (°C) 28 32 37

2.4 Determinacéo do crescimento celular

O crescimento celular foi estudado pela densidade 6ptica das amostras ao comprimento de onda
a 600 nm, em espectrofotometro (Bel Protonics- SP 2000 UV). Como também por peso seco, 0
contetdo do frasco foi filtrado em papel filtro seco previamente pesado, em seguida o papel de filtro
juntamente com a massa celular foi levado em micro-ondas na poténcia baixa por 10 minutos (Olsson
e Nielsen, 1997).
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2.5 Atividade proteasica

A atividade proteasica foi analisada de acordo com a metodologia de Ginther, 1979 modificado,
que consiste na mistura de azocaseina a 1% com 0,2M de TRIS-HCL no pH 7,2 juntamente com
200pL do liquido metabdlito livres de células, os ensaios foram analisados por espectrofotometria na
absorbancia de 420 nm.

3. Resultados e Discussao

Na Tabela 2 estdo apresentados os valores da atividade protedsica do planejamento fatorial
realizado no tempo de 48 horas, pode-se verificar que a producdo de protease ocorreu em todas as
condigdes do planejamento fatorial.

Das varidveis independentes estudadas (concentracdo das fontes de carbono e nitrogénio,
temperatura e agitagdo), as que influenciaram significativamente a producdo de protease foram a
temperatura e agitacao, visualizado no grafico de Pareto (Figura 1). De acordo com a Figura 1, o
aumento da temperatura e agitacdao tem efeito negativo nos valores de atividade proteasica, no entanto
a interacdo dessas variaveis foi positiva, onde os valores de temperatura e agitacdo diminuindo
conjuntamente aumenta a atividade proteésica, porém as varidveis independentes concentracdes de
nitrogénio e carbono ndo foram estatisticamente significativas: a agitacdo aumenta a taxa de oxigénio
e a transferéncia de nutrientes para as células bacterianas como também resulta na degradacdo de
proteases, devido a lise celular ou permeabilidade celular excessiva relacionada a abrasao por forcas
de cisalhamento e limitacdo de oxigénio; a temperatura afeta diretamente na sintese de proteases
influenciando as reacdes bioquimicas (Rahman et al., 2005). Neste caso especifico, a temperatura e a
agitacdo foram os fatores determinantes para a causa da repressdo na producdo de protease, ou seja,
guando comparados os ensaios 7, 11 e 15 com o ensaio 3, percebe-se que houve um maior valor em
atividade proteasica (347 U/mL).

Nesta pesquisa, foram estudas trés temperaturas (28°C; 32°C; 37°C) e trés valores de agitacédo
(150 rpm; 200 rpm; 250 rpm), 0 maior grau de atividade proteolitica foi em 28°C e a agitagéo de 150
rpm, resultado este oposto ao relatado por Bajaj et al. (2011) cultivou a linhagem Streptomyces sp.
DP2 na temperatura de 45°C em 250 rpm para producdo de protease, tendo valores inferiores em
comparacéo a este trabalho. Similar ao observado na pesquisa de El-Shafei et al. (2010) trabalhando
com a bactéria Streptomyces albidoflavus na producéo de protease alcalina em 37°C a 170 rpm.
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Tabela 2. Resultados da producgéo de protease por Streptomyces parvulus DPUA 1573 com 48 horas
de fermentacéo

Ensaio Soja (%) Glicose (g/L) Temperatura (°C) Agitacdo (rpm) U/mL

1 0,5 0 28 150 174
2 1,5 0 28 150 180,6
3 0,5 1,0 28 150 347
4 1,5 1,0 28 150 65,6
5 0,5 0 37 150 37,3
6 15 0 37 150 69,3
7 0,5 1,0 37 150 10,3
8 15 1,0 37 150 45,6
9 0,5 0 28 250 43,3
10 15 0 28 250 49,3
11 0,5 1,0 28 250 44,3
12 1,5 1,0 28 250 34,3
13 0,5 0 37 250 33,3
14 1,5 0 37 250 30
15 0,5 1,0 37 250 20,6
16 15 1,0 37 250 34,6
17C 1,0 0,5 32 200 155,6
18C 1,0 0,5 32 200 110,3
19C 1,0 0,5 32 200 129
20C 1,0 0,5 32 200 114,6
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Figura 1 - Grafico de Pareto dos efeitos das variaveis para producao de protease. (1)
concentragéo de soja; (2) concentragéo de glicose; (3) temperatura; (4) agitacao.

Em conformidade com o crescimento celular e ao tempo de producéo, foi observado que em 24
horas de fermentagdo submersa ocorreu um inicio da producdo de protease. De acordo com 0s
resultados apresentado na Figura 2, a maior disponibilidade de nutrientes nas primeiras horas de
cultivo deve-se pela presenga de um pré-indculo que reativa 0 micro-organismo de interesse,
possibilitando assim, obter o maior valor de biomassa no menor tempo. O tempo de producdo que
apresentou os melhores resultados foi com 48 horas de crescimento; apds este periodo foi verificado o
continuo decréscimo de atividade até 120 horas de fermentacdo e também o crescimento microbiano.

Lazim et al, (2009) estudando a linhagem Streptomyces sp isolada de solo tunisiano, obteve o
melhor tempo de producdo com 72 horas de crescimento e Yuratmoko et al. (2007), que trabalhou
com linhagens de Streptomyces sp, afirma que o inicio da producdo ocorreu com 96 horas de
fermentacdo e o seu pico foi com 168 horas. Pode ser verificado que pode haver diversidade de
resultados apresentados na literatura com o mesmo género, devido a diferenga do metabolismo dos
Streptomyces relatados, em relacdo ao pico de producdo variando de 48 horas a 168 horas, pela

influéncia de diferentes condicdes de cultivo, tipo e concentragdo de substrato, temperatura, agitagéo,
pH.
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Figura 2 - Grafico representando o crescimento microbiano da bactéria Streptomyces parvulus
DPUA 1573 e sua producao de protease nas condigdes 0,5% de farinha de soja, 1g/L de glicose a
28°C em 150 rpm.

3. CONCLUSAO

Com o resultados obtidos foi possivel selecionar a condigdo mais adequada na producdo de
protease por Streptomyces parvulus DPUA 1573 com meio de producdo instituido na concentracdo de
0,5% de farinha de soja (fonte de nitrogénio), 1 g/L de glicose (fonte de carbono), a 150 rpm em 28°C
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no tempo de 48 horas de fermentacdo, com o valor de 347 U/mL de atividade proteasica, sendo
favoravel o tempo de producdo e concentracdo de soja para a aplicacdo industrial.
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