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Resumo: A industria coureira tem grande impacto ambiental, pois utiliza grandes quantidades de agua e produtos tdxicos, e
gera grande volume de efluente e residuos sélidos. A utilizacao de enzimas na producdo de couros é uma alternativa para a
reducdo do impacto ambiental desta atividade, porém, as caracteristicas das enzimas comerciais existentes ndo sao
conhecidas em detalhes. Além disso, sua atividade é determinada utilizando caseina como substrato, sendo que as peles
bovinas ndo possuem esta proteina. Desta forma, é importante que caracteristicas tais como atividade sobre colageno e
queratina sejam conhecidas. A temperatura 6tima de agédo das enzimas ficou em torno de 55°C, em valores de pH que
variaram de 9 a 12. Com base nestes dados, foram isoladas10 bactérias produtoras de enzimas com possivel aplica¢do na
produgdo mais limpa de couros. Dentre estas 10, o meio de cultivo, pH e temperatura foram otimizados através do
planejamento experimental. Os fatores que apresentaram efeito significativo para o meio de cultivo foram extrato de levedrua,
peptona, extrato de levedura, o pH néo teve efeito significativo, enquanto que a temperatura apresentou efeito significativo.O
conhecimento das cinéticas reacionais e das propriedades enzimaticas possibilitara a melhor aplicagdo destas enzimas nas
etapas do processo de transformacgdo da pele em couro.
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1. Introducéo

A industria que transforma a pele em couro tem
grande impacto ambiental, uma vez que, atualmente, utiliza
grandes quantidades de &gua e produtos toxicos, como
cromo e sulfeto. Os processos de ribeira e curtimento
produzem de 80 a 90% da poluigdo gerada pelos curtumes,
destacando-se a geracdo de gases nocivos como sulfeto de
hidrogénio, lodos contendo cal, enxofre e cromo, além da
imensa quantidade de agua utilizada.

Apesar do impacto ambiental, a indlstria do couro
tem papel importante na economia nacional. O Brasil
produziu, em 2009, 43,60 milhdes de peles e apresenta o
maior rebanho comercializdvel do mundo. Dados do
Ministério do Trabalho indicam que o setor coureiro
brasileiro dispunha em 2008 de 809 estabelecimentos e 38
mil trabalhadores. O Rio Grande do Sul, por sua vez,
contribui com o0 maior ndmero de estabelecimentos de
curtimento (GUIA DO COURO, 2010).

Entre as alternativas para reducdo da carga poluidora
dos efluentes de curtume e diminuicdo do impacto
ambiental estd o uso da biotecnologia, através do emprego
de enzimas, por exemplo. Entre as principais vantagens da
utilizacdo de enzimas estdo a diminuicdo do tempo de
algumas etapas do processo produtivo e a criacao de sitios
ativos que podem vir a melhorar o aproveitamento de

alguns produtos quimicos, como corantes e curtentes
(KANTH et al. 2008 e 2009).

Na primeira etapa deste trabalho, realizou-se a
caracterizagdo de enzimas comerciais aplicadas a
producdo de couros. Os dados obtidos serviram como
referéncia para selecdo e isolamento de microrganismos
produtores de novas enzimas com possivel aplicagcdo no
processamento de peles, especialmente, nas etapas de
caleiro e depilagdio. O cultivo de um destes
microrganismos selecionados foi otimizado através do uso
de ferramentas estatisticas e sera apresentado neste
trabalho.

2. Materiais e Métodos

PARTE |
2.1 Materiais

Cinco proteases comerciais foram usadas neste
trabalho, e foram identificadas como “A, B, C, D e E”. As
enzimas A (Buzyme 7703, Buckman Laboratérios), B e C
(Tanzyme RD 04 e CD 05, foram ambas fornecidas pela
Tanquimica) sdo preparados ndo especificados de enzimas
proteoliticas microbianas, recomendadas para o remolho e
o caleiro pelos seus fornecedores. A enzima D (Tanzyme
P 10, da empresa Tanquimica), € uma tripsina microbiana,
enquanto a enzima E (Buzyme 7706, da Buckman
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Laboratérios) € um preparado de enzimas proteoliticas.
Ambas sdo aplicadas durante a etapa de purga da pele.

Para a caracterizacdo das enzimas foram utilizados os
substratos comerciais azocaseina, azocoll e keratin azure,
todos fornecidos pela empresa Sigma. Demais reagentes
utilizados foram de pureza analitica.

2.2 Atividade Proteolitica

As cinco enzimas comerciais foram testadas
utilizando trés substratos diferentes. As solugdes
enzimaticas foram preparadas imediatamente antes do uso,
na concentracdo de 5 mg de enzima/ml agua destilada. A
atividade proteolitica foi determinada baseada na
metodologia utilizada por GIONGO (2006) e utilizou
azocaseina como substrato. Foram misturados 100 ul do
substrato (azocaseina 10 mg/ml) com 100 pl do tampéo e
adicionou-se 100 ul da solugdo enzimatica. A mistura foi
incubada por 30 minutos a 37°C, a reacdo foi interrompida
adicionando-se 500 pl de &cido tricloroacético (TCA) 10%.
Apb6s a centrifugacdo, a 10.000x g por 5 minutos,
adicionou-se aos 800 pl do sobrenadante 200 pl de NaOH
18N. A leitura da amostra foi realizada em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 420 nm.
Uma unidade enzimatica foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para aumentar a absorbancia em 0,01 a
420 nm nas condicdes de tempo e temperatura do teste. O
“branco” foi preparado adicionando-se as mesmas
quantidades de tampdo, TCA e solucdo enzimética ao
substrato, porém o TCA foi adicionado antes da solucdo
enzimatica.

2.3 Atividade Queratinolitica e Colagenolitica

A atividade enzimatica sobre queratina e colageno foi
determinada utilizando os substratos keratin azure e
azocoll, respectivamente. A metodologia foi adaptada de
ADIGUZEL et al. (2009) e IONATA et al. (2008). Foram
pesados 4 mg de keratin azure em cada eppendorf e
adicionados 500 pl de tampdo e 500 pl da solugdo
enzimatica. A mistura foi incubada por 30 minutos a 55°C,
sob agitacdo. Ap0s incubagdo, foi centrifugada a 10.000x g
por 5 minutos. A leitura da amostra foi realizada em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 595 nm.
Uma unidade enzimaética foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para aumentar a absorbancia em 0,01 a
595 nm nas condicGes de tempo e temperatura do teste. O
“branco” foi realizado adicionando-se as mesmas
quantidades de solugdo enzimatica e tampao sem substrato.

Para a determinacdo da atividade sobre o colageno foi
utilizado o mesmo método, porém usando azocoll como
substrato.

2.4 Influéncia do pH e da Temperatura sobre a
Atividade Enzimatica

O efeito do pH e da temperatura sobre a atividade
enzimética foram determinados. Foi determinada também,
a estabilidade térmica das enzimas. Os valores de pH
variaram entre 6-13, os tamp0es utilizados foram: fosfato
de sodio 0,1M (pH 6 — 8), carbonato/bicarbonato de sédio
0,1M (9 — 13). A faixa de temperatura testada variou de 28
a 75°C. Para determinar a estabilidade térmica, a atividade
foi determinada ap6s 15, 30, 60 e 120 min de incubacéo,
nas temperaturas de 37, 45 e 55°C.

2.5 Efeito de Inibidores e alguns Produtos utilizados na
Producao de Couros sobre a Atividade Enzimatica

Foram determinados os efeitos de inibidores (EDTA)
e outros produtos comumente utilizados durante o
processamento de couros (tensoativos, alcodis graxos, sais
e sulfetos) sobre a atividade da enzima. Os
inibidores/produtos foram incubados com a enzima
durante 15 min & temperatura ambiente. Em seguida
realizou-se a determinacdo da atividade enzimatica.

PARTE 11

2.6 Isolamento de bactérias produtoras de enzimas
proteoliticas

A selecdo de novos microrganismos, capazes de
produzir enzimas com possivel aplicagdo na produgdo de
couros, foi feita a partir de lodo da estagdo de tratamento
de efluentes de um curtume. Um ml de lodo foi
resuspendido em 9 ml de solucdo salina estéril, a qual
sofreu diluicdo seriada e foi plaqueada em placas contendo
agar LB e 1% de leite desnatado (PILLAI e ARCHANA,
2008). As placas foram incubadas por 48h a 37°C.
Microrganismos com atividade proteolitica formaram
halos translicidos ao redor da colénia e foram
selecionados para estudos mais detalhados.

Para estimar a quantidade de protease extracelular
produzida por cada bactéria, culturas puras das coldnias
selecionadas foram cultivadas em meio (M) contendo:
0,7% K,HPO,, 0,3% KH,PO, 0,01% MgSO,, 0,5%
extrato de levedura, 1% farelo de soja (PILLAI e
ARCHANA, 2008), 37°C, pH 7 e agitacdo de 80 rpm em
um shaker. A atividade de cada microrganismo sobre
azocaseina, keratin azure e azocoll foi determinada.

2.7 ldentificacdo das bactérias isoladas

Dez microrganismos selecionados foram
identificados com base no sequenciamento 16S rRNA. O
sequenciamento foi relizado no equipamento ABI-PRISM
3100 utilizando o reagente Big Dye Terminator v3.1 cycle
sequencing RR-100 (Applied Biosystems).

2.8 Preparacéo do in6culo

Para a produgdo das enzimas, colonias de bactérias
foram inoculadas em erlenmeyers de 250ml, contendo 100
ml de meio (M) e incubados a 37°C em um shaker com 80
rpm de agitacdo. Apo6s atingir densidade éptica (D.O.) a
600 nm igual a 1, a cultura foi utilizada para inocular os
frascos utilizados para a produ¢do da enzima [10% (v/v)].

29 Determinacdo da atividade proteolitica,
queratinolitica, colagenolitica

A determinacdo da atividade proteolitica,
queratinolitca e colagenolitica foi realizada conforme
descrito anteriormente, na parte I.

2.10 Identificacéo dos fatores significativos através
do planejamento Plackett-Burman

Ap0s selecdo dos microrganismos com as melhores
atividades enzimaticas, foi realizada a otimizacdo das
condicBes de cultura. Para a selecdo das varidveis
significativas para a producdo de proteases, uma variedade
de fontes de carbono (glicose, maltose, glicerol), fontes de
nitrogénio (extrato de levedura, peptona, farelo de soja),
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sais inorganicos (sulfato de magnésio, cloreto de calcio,
sulfato de ferro heptahidratado) foram testados e
identificados através do planejamento experimental
Plackett-Burmann (RODRIGUES e IEMMA, 2005). No
total nove fatores foram testados, as variaveis e 0s seus
niveis estdo apresentados na Tabela 1, trés pontos centrais
e seis variaveis inertes foram adicionados. O projeto
experimental e os resutlados estdo apresentados na tabela
3.

Tabela 1 — Matriz de planejamento experimental Plackett-

Burmann
Niveis
Varidveis -1 0 1
Glicose (X) 2,00 6,00 10,00
Maltose (X,) 4,00 6,00 8,00
Peptona (X3) 250 5,00 7,50
Farelo de soja (X,) 10,00 20,00 30,00
Sulfato de magnésio (Xs) 0,10 0,55 1,00
Cloreto de calcio (Xs) 0,10 055 1,00
Extrato de levedura (X5) 2,00 6,00 10,00
Glicerol (Xs) 2,00 6,00 10,00
Sulfato de ferro heptahidratado (Xg) 0,10 0,55 1,00

2.11  Otimizagdo do meio de cultivo através da
metodologia de superficie de resposta

O préximo estagio na formulagdo do meio de cultura
foi determinar o nivel 8timo das varidveis significativas
para a producdo de proteases. Para tanto, o planejamento
composto central rotacional (CCR) foi utilizado. As
variaveis significativas utilizadas foram: peptona, farelo de

soja, extrato de levedura, cada um das quais foi avaliada
em cinco niveis codificados como mostra a tabela 2. O
planejamento experimental e as respostas obtidas estdo
apresentados na tabela 4.

Tabela 2 — Matriz do palnejamento CCR com 0s niveis
codificados e reais das varidveis

o Niveis
Variaveis
-1,68 -1 0 1 1,68
Peptona (Xs) 1,00 150 225 300 351
Farelo de Soja (X4) 3,96 6,00 9,00 12,00 14,04
1,32 2,00 3,00 4,00 4,68

Extrato de levedura (X5)

O modelo quadréatico para as variaveis é o seguinte:

Y = b +Zbixi+zb5}'xi‘%'+zbiixiz

Onde Y é a variavel de resposta, b, a constante, b; o
coeficiente do efeito linear, b; o coeficiente do efieto
quadratico, by o coeficiente do efeito de interagdo. O
modelo quadréatico acima foi usado para plotar superficies
de resposta para as variaveia acima.

212 Efeito do pH e da temperatura sobre a a
producao de proteases

Apos otimizacdo do caldo de fermentagdo, o efeito
do pH do meio de cultura e a temperatura de cultivo foram
avaliados e otimizados. As variaveis e seus niveis estdo
apresentados na tabela 5, trés pontos centrais foram
adicionados. O projeto experimental e os resultados
obtidos estdo estdo apresentados na tabela 6.

Tabela 3 — Matriz de planejamento experimental Plackett-Burmann com as respostas experimentais correspondentes

EXp Xl Xz X3 X4 X5 X6 X7 Xg Xg Dl Dz D3 D4 D5 DG Y (Athldade enzimé.tica)
1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 1 1 105,07
2 11 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 1 145,30
3 11 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 76,53
4 11 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 122,60
5 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 57,73
6 11 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 70,90
7 11 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 67,30
8 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 55,50
9 11 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 40,70
10 11 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 38,60
11 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 72,35
12 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 88,47
13 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 183,30
14 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 77,97
15 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 35,33
16 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 184,10
17 o 0 0o 0 0 O O O O OoO OoO O O o o 46,80
18 o 0 0o 0 0 O O O O O OoO O O o o 40,43
19 o 0 0 0 0 0 0O O OO O O O O O 37,15

*D1 a D6 sdo as variaveis inertes
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Tabela 4 — Matriz do palnejamento CCR com os valores para a
atividade enzimética experimental e a predita pelo modelo

Y (Atividade Atividade
Exp Xs X4 X7 enzimética, enzimaética
U/ml) predita (U/ml)

1 -1 -1 -1 19,37 41,91
2 -1 -1 1 12,60 22,68
3 -1 1 -1 139,25 143,98
4 -1 1 1 129,33 116,29
5 1 -1 -1 14,50 39,27
6 1 -1 1 20,30 27,30
7 1 1 -1 125,40 127,05
8 1 1 1 117,43 106,62
9 -168 0 0 126,07 117,14
10 1,68 0 0 114,77 106,93
11 0 -1,68 0 15,13 -17,54
12 0 1,68 0 118,77 134,83
13 0 0 -1,68 111,60 85,30
14 0 0 1,68 42,30 51,99
15 0 0 0 102,37 106,18
16 0 0 0 106,90 106,18

Tabela 5 — Matriz do planejamento CCR parao pH e a
temperatura de cultivo

Lo Niveis
Variaveis
-1,41 -1 0 1 1,41
pH 559 6,00 700 8,00 841
Temperatura (°C) 31,36 33,00 37,00 41,00 42,64

Tabela 6 - Matriz do palnejamento CCR parao pH e a
temperatura de cultivo com as valores experimentias para a
atividade enzimética

Exp pH T(°C) Y (Atividade enzimética)
1 -1 -1 180,80
2 1 -1 169,83
3 -1 1 129,63
4 1 1 101,97
5 0 0 155,43
6 0 0 152,82
7 0 0 153,00
8 0 1,41 97,37
9 0 -141 130,85
10 141 0 132,83
11 -141 0 66,70

3. Resultados e Discussoes

3.1 Efeito do pH e da temperatura sobre a
atividade enzimatica de enzimas comerciais

Para a caracterizagdo enzimatica quanto ao pH e a
temperatura foi utilizado o substrato azocaseina.

Os resultados para diferentes valores de pH estdo
apresentados na Figura 1 (A). As enzimas A, B e C sdo
recomendadas pelo fabricante para utilizacdo em processos
de remolho e caleiro, onde o pH varia entre 7 e 13.
Enquanto isso, as enzimas D e E sdo recomendadas para o
processo de purga, onde o pH varia entre 7,5 e 10. A
maioria das enzimas testadas teve uma perda notavel de
atividade para valores de pH menor que 7 e maior que 12.

A influéncia da temperatura sobre a atividade
enzimatica pode ser observada na Figura 1 (B), com
atividades maximas em torno de 55°C para as enzimas A,

B e C, enquanto que as enzimas D e E apresentaram maior
atividade na temperatura de 37°C. As enzimas utilizadas
para a etapa de purga (enzima D) normalmente séo
enzimas pancreéticas, como a tripsina, isto explica a sua
atividade mais baixa em altas temperatura. Acima de 60°C
todas as enzimas apresentaram reducéo na atividade. Estes
perfis de temperatura sdo semelhantes aos encontrados por
outros autores. A enzima descrita por IONATA et al.
(2008) apresentou atividade 6tima a 55°C, enquanto
HASSAN e FARAG (2004), também relataram maiores
atividades de queratinase de Aspergillus oryzae, a 55°C.
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Figura 1 — Efeito do pH (A) e da temperatura (B) sobre a
atividade enziméatica. Enzima A (), enzima B (Hl), enzima
C (1)), enzima D (), enzima E ().

3.2 Estabilidade térmica das enzimas

A estabilidade térmica das enzimas € muito
importante quando se leva em conta a sua utilizacdo
industrial. Na figura 2, os perfis de estabilidade térmica de
todas as enzimas testadas sdo apresentados. A enzima A
foi a mais estavel, mantendo a sua atividade durante 120
minutos a 37 e 45°C, porém a 55°C, mesmo ap0s curtos
periodos de incubacdo, a enzima foi inativada. As demais
enzimas apresentaram menor estabilidade. TATIENI et al.
(2008) relataram que a enzima obtida a partir de uma
espécie de Streptomyces manteve 80% de sua atividade
quando exposta a temperatura de 50°C e foi
completamente inativada a 70°C e temperaturas mais
elevadas. OGINO et al. (2008) avaliaram a estabilidade
térmica de uma enzima de Bacillus sp. Os autores
relataram que a enzima manteve-se estavel nas
temperaturas de 30 a 40°C e manteve cerca de 60% de sua
atividade para a temperatura de 50°C, perdendo



IX OKTOBERFARUM — PPGEQR 3

WWW.ENQR.UFRGS.BR/OKTOBERFORUM

completamente sua atividade quando submetida a 60°C por
10 min.
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Figura 2 — Estabilidade térmica das enzimas A, B, C,D e E.
37°C (—M—), 45°C (~®—),55°C (—A—).

3.3 Atividade enzimatica sobre diferentes substratos
enzimaticos: azocoll, keratin azure e azocaseina

Peles sdo constituidas, principalmente, por trés
camadas: epiderme, a qual é formada, basicamente, por
queratina; derme, que é composta pelas fibras de colageno
e hipoderme que € constituida principalmente por
gorduras e é totalmente removida durante o processo de
descarne. Assim, foram realizados experimentos para
testar a atividade das 5 enzimas sobre diferentes
substratos, simulando diferentes estruturas protéicas. Estes
foram azocoll, keratin azure e azocaseina, os resultados
estéo resumidos na tabela 7.

Tabela 7 — Atividade enzimética sobre diferentes

substratos
Substrato Atividade enzimética (U/ml)
Enzima
A B C D E
Keratin 25+1,98 11+3,00 12+0,2 5+0,3 13+1,76
azure
Azocoll 110£0,85 32+1,70 2545,2 8+1,3 76+0,6

Azocaseina  166+3,96  153+1,27 134421  8+0,57 1454191

Valores sdo as médias + desvio padrao, experimentos realizados em
triplicata

Todas as enzimas apresentaram maior atividade
sobre a azocaseina, porém também foram ativas sobre os
outros substratos, keratin azure e azocoll. De acordo com
IONATA et al. (2008), resultados provenientes da
utilizacdo de substratos sollveis, como a azocaseina, nao
podem ser comparados com resultados obtidos quando
substratos insollveis foram utilizados, ja que a atividade
sobre os insollveis é funcdo da &rea superficial. Isto
justifica a menor atividade das enzimas sobre keratin
azure e azocoll, pois estes sdo insolGveis. Conforme
GUPTA e RAMNANI (2006), proteases queratinoliticas
com atividade leve sobre o colageno podem ser benéficas
para o processo de depilacdo, desde que ndo prejudiquem
a resisténcia a tragdo do couro.

3.4 Inidores da atividade enzimatica

A presenca de sais e outros produtos quimicos no
banho (durante o processamento de couros na industria)
pode interferir na atividade enzimatica e, portanto, é
interessante que 0s mesmos sejam testados. Na Tabela 8
estdo apresentados os resultados dos efeitos dos inibidores
e outros produtos quimicos na atividade enzimatica das
enzimas testadas neste trabalho.
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Tabela 8 — Efeito de alguns inibidores e produtos quimicos sobre
a atividade enzimética

impacto significativo sobre a resposta, e,

selecionadas para estudos de otimizacao.

portanto,

Prod. [C] Atividade residual (%) o L o
Quim./ Enzima Tabela 9 — Identificacdo das bactérias isoladas e atividade das
Inibidor A B C D E respectivas enzimas sobre diferentes substratos
EDTA 5mM__ 873,9  33%L7 69+0,7 _ 87+0,7 104425 Aividade sobre Atividade Atividade
Alcool 0,1% 11115 96%1,60  100+34 850,76 96%2,7 S i ificaca
Grono 0 Isolado azocaseina sob;ezﬁigatm sobre azocoll Identificacdo
dC:rst()J%r:gto 03% 10302 97137 97+#39  103x0,2 98+29 11 114,97 9.20 6133 Bacillus subiilis
Carbonato _0,5% _ 85£3,30 _ 107+4,33 77207 __ 0 83206 151 114,07 5,70 112,83 B. atrophaeus
decdlcio 1% 76260  113#13,7 79¢12 0 85:8,7 152 117,73 7,95 116,17 Bacillus subtilis
Tensoalivo_ 0,1% _ 87+7,20 92+177 _ 8/+13 _ 161316  82+43 17 103,73 13,45 135,70 Bacillus subtilis
Sulfeto de 1% 13825 54x130 573,09  44x14  750,7 18 105,70 8,35 103,80 Bacilluspumilus
sédio 19 104,63 9,75 92,25 Bacillus subtilis
Valores sdo as médias +desvio padrdo, experimentos realizados em 21 110,47 5,00 74,07 Bacillus subtilis
triplicata 22 104,10 5,20 97,97 Bacillus subtilis
O EDTA causou reducgdo de atividade nas enzimas B 24 104,43 4,45 90,77 Bacillus subtilis
26 110,95 5,85 71,15 Bacillus subtilis

e C, com pouco ou nenhum efeito sobre as enzimas A, D e
E. Isso pode indicar cations metélicos no centro ativo das
enzimas B e C, suscetiveis ao sequestro por EDTA
(KUMAR E TAKAGI, 1999). TATINENI et al. (2008)
relataram que uma queratinase de Streptomyces sp.
mantém apenas 27% de sua atividade inicial apos
incubacdo com EDTA.

Alcool graxo, o qual é um solvente organico,
carbonato de sodio e o tensoativo ndo causaram variagGes
significativas na atividade das enzimas, exceto para a
enzima D, a qual apresentou aumento de atividade na
presenca do tensoativo, possivelmente, porque este produto
facilitou a sua acdo. Riffel et al. (2003) determinaram a
atividade residual de enzimas bacterianas, apds incubacdo
com solventes organicos, a atividade residual das enzimas
ficou entre 56 e 70%.

A enzima D foi totalmente inibida quando incubada
com carbonato de célcio. As enzimas B, C e D foram
inibidas por sulfeto de sodio, enquanto a enzima A foi
ativada por este produto quimico. Syed et al, (2009)
relataram que uma queratinase de S. gulbargensis foi
totalmente inibida pelos compostos de calcio e sua
atividade aumentada na presenca de sulfito de sddio. Riffel
et al. (2007) descreveram que uma protease de
Chryseobacterium sp. apresentou aumento de 3,5 vezes em
sua atividade na presenca de ions de célcio.

PARTE Il

35 Isolamento e identificacdo de microrganismos
produtores de proteases

As caracteristicas bioquimicas e morfolégicas das
cepas isoladas revelaram que 0Ss microrganismos
pertencem ao género Bacillus. A Tabela 9 mostra a
atividade de cada um dos 10 microrganismos isolados
sobre azocaseina, keratin azure e azocoll e a sua
identificacdo. Bactérias 11 e 17 foram selecionadas para a
realizacdo de mais estudos sobre sua capacidade de
depilacdo. Neste trabalho serdo apresentados apenas 0s
resultados obtidos para a bactéria 11.

3.6 Sele¢do de variaveis significativas através do
planejamento Plackett-Burmann

Nove varidveis foram analisadas quanto aos seus
efeitos sobre a producdo de proteases, para isto utilizou-se
o planejamento experimental Plackett-Burmann (PB). As
variaveis investigadas e as respostas correspondentes estao
apresentadas na Tabela 10. Fatores com P-valores
inferiores a 0,10 foram considerados como tendo um

Tabela 10 — Efeitos estimados para a atividade enzimatica
resultantes do planejamento PB para bactéria 11

Variaveis Fatores Efeito  P-Valor
Xy Glicose -1,45 0,9385
X5 Maltose 5,30 0,7788
X3 Peptona* -34,67 0,0907
X4 Farelo de soja* -38,87 0,0627
Xs Sulfato de magnésio -11,00 0,5627
Xe Cloreto de calcio 0,61 0,9741
X7 Extrato de levedura* -57,62 0,0118
Xg Glicerol -14,36  0,4531

Sulfato de ferro -21,17 0,2772
X heptahidratado

*Estatisticamente significativos a 90% de confianca

Extrato de levedura, com valor de probabilidade de
0,0118, foi determinado como o fator mais importante,
seguido pelo farelo de soja (0,0627) e a peptona (0,0907).
Os menores valores de P indicam os fatores mais
significativos na producdo de proteases. Os trés fatores
significativos foram selecionadas para otimizagdo pela
metodologia de superficie resposta. Todas as outras
variaveis insignificantes foram negligenciadas.

3.7 Otimizacao das variaveis significativas usando
metodologia de superficie de resposta

Projeto composto central foi utilizado para
determinar a concentracdo 6tima das trés varidveis
significativas selecionadas (peptona, farelo de soja, extrato
de levedura) para a producdo de proteases. Um total de 16
experimentos com diferentes combinagdoes das trés
variaveis selecionadas foi realizado. A tabela com
resultados dos experimentos, bem como os resultados
previstos estfo apresentados na Tabela 4.

A Tabela 11 apresenta os coeficientes determinados
pelo teste t-Student’s e os valores de p (p-values). O
coeficiente de primeira ordem do farelo de soja dado pelo
modelo foi significativo a 95% de confianca e 0os demais
ndo foram significativos. Apesar de somente o coeficiente
de primeira ordem do farelo de soja ter sido significativo,
a analise de variancia mostrou que o modelo usando todos
os coeficientes foi muito confiavel, com R? = 0,9, que
significa que 90% da variacdo total é explicada pelo
modelo. Os coeficientes da equacdo de regressdo foram
calculados e os dados foram ajustados a uma equagéo de
segunda ordem polinomial. A resposta da producdo de
protease (Y) por Bacillus sp., pode ser expressa em termos
da equacdo de regressdo que segue:
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Y = —278.14 — 13.87X, +3.73X% + 54.49X, — 1.87X2 +70.79X, — 1330

— 1.59%,X, + 242X, X, - 071X,X,

Tabela 11 — Coeficientes estimados pelo modelo de regressao no

planejamento CCR
Variaveis Coeficiente (b) Valort P- valor
Média -278,14 -1,29 0,24
X3 -13,87 -0,16 0,88
X3X3 3,73 0,25 0,81
Xy 54,49 2,59 0,04
XX4 -1,87 -2,02 0,09
X 70,79 1,12 0,31
X7 X7 -13,30 -1,60 0,16
XXy -1,59 -0,40 0,70
X3X7 2,42 0,20 0,85
XXz -0,71 -0,24 0,82

*Estatisticamente significativo a 95% de confianga

Os graficos tridimensionais para a superficie de
resposta (Fig.3) foram plotados para mostrar a interacéo
entre a composicdo do meio de cultura e a concentracéo
6tima dos components para a produgdo de proteases.

A Figura 3 (A) mostra a superficie de resposta para 0s
fatores farelo de soja e peptona, quando a concentracdo de
extrato de levedura foi mantida em 2g/l. A atividade
enziméatica méaxima predita para esta condicdo foi de 150
U/ml, correspondendo a uma alta concentracédo de farelo de
soja e (14g/l) e baixa concentracdo de peptona (1g/l). Isto
indica o efeito positivo da alta concentracéo do farelo de
soja, na producao de proteases.

A Figura 3 (B) mostra que a resposta variou em
funcdo da concentracdo de extrato de levedura. Para
valores acima de 3,5 g/l, e abaixo de 1,5 g/l houve um
efeito negativo sobre a producdo de protease. A Figura 3
(C) apresenta a interacdo entre extrato de levedura e farelo
de soja, e mostra que a alta concentracdo de farelo de soja
(14g /1) e a concentracdo de extrato de levedura em torno
de 2,5 g/l apresentaram a melhor atividade enzimatica, a
concentracdo de peptona, foi mantida a 1g/1.

(g e somwkTd
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o e ek

150
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B -100
150

©
Figura 3 — Superficies de resposta para produgdo de proteases.
(A) farelo de soja e peptona, (B) extrato de levedura e peptona,
(C) extrato de levedura e farelo de soja ap6s 48 de cultivo.

3.8 Efeito do pH e da temperatura

O efeito do pH e da temperatura sobre o meio de
cultivo otimizado foi avaliado usando o planejamento
CCR, os resultados estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 — Efeitos estimados para a atividade enzimatica,
resultantes do DCCR para a bactéria 11

Variaveis Parametros Efeitos P valor
X0 pH -19,32 0,055
Xy* Temperatura -59,52 0,003
X10X11 -8,35 0,278

*Estatisticamente significativo a 95% de confianga
De acordo com os resultados da tabela 10, apenas a
temperatura apresentou efeito significatvio sobre a
producdo de proteases a 95% de confianca. A temperatura
foi ajustada a 32°C e o pH foi ajustado a 7 (valor este,
normalmente apresentado pelo meio de cultivo, apés o seu
preparo).

4. Conclusao

O processamento de couros permanece COmo um
desafio quanto ao desenvolvimento de tecnologias mais
limpas, as enzimas podem desempenhar um papel
importante como uma migracdo de tecnologia com uso de
produtos quimicos para produtos naturais, mais corretos,
ambientalmente. No entanto, os custos da sua aplicacdo
continuam elevados, assim, mais pesquisas nesta area se
fazem necessérias. Os resultados obtidos neste trabalho
serdo Uteis tanto para futuros trabalhos académicos como
também para utilizacdo na industria, j& que caracteristicas
importantes das enzimas em questdo foram detalhadas.
Esses dados podem ser utilizados para maior e melhor
aplicacdo das enzimas nos processos produtivos, pois a
inibicdo ou ndo por produtos normalmente utilizados nas
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etapas produtivas do couro também estdo apresentadas,
bem como as faixas de pH e temperaturas em que as
enzimas apresentam as maiores atividades.

A nova bactéria isolada apresentou boa atividade
sobre os substratos keratin azure e azocoll, o que
possibilitard sua utilizacdo nas etapas de depilacdo e
caleiro, na remocdo de pelos e proteinas interfibrilares.
A aplicagdo do planejamento estatistico para a sele¢do e
otimizacdo das condi¢Bes de cultivo permite uma rapida
identificacdo dos fatores importantes. O planejamento
Plackett-Burman indicou que as varidveis significativas
sobre a atividade proteolitica foram extrato de levedura,
peptona e farelo de soja. Esses fatores testados em
planejamento CCR produziram um modelo otimizado para
a producdo de proteases. Ap6s a otimizacdo do meio de
cultivo, a temperatura e o pH foram otimizados com base
em outro planejamento CCR, somente a temperatura
apresentou influéncia significativa sobre a producdo de
protease.

Os proximos passos serdo o0 cultivo desses
microrganismos em biorreatores e posterior aplicacdo na
producédo de couros. Além disso, sera realizado também o
estudo detalhado de seus efeitos sobre a pele animal e
sobre o processo produtivo (reducdo do tempo de
processamento, reducdo da carga poluidora e menor
utilizacdo de produtos quimicos, etc.).
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