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RESUMO

Proteases sdo biocatalisadores e, atualmente, a sua disponibilidade ndo atende as
demandas industriais. Desta forma, é necessaria a prospec¢ao de novos micro-organismos
produtores, como a Arthrospira platensis. A. platensis foi cultivada autotréfica e
mixotroficamente com 0,2% e 0,3% de milhocina e a biomassa obtida foi rompida por
homogeinizacdo ou sonicacdo. O extrato obtido foi centrifugado e o sobrenadante utilizado
para a determinacdo da atividade proteasica e de proteinas totais. Os extratos obtidos pelo
método de homogeinizacdo apresentaram valores superiores quando comparados aos do
método de sonicacdo. Os extratos da biomassa cultivada mixotroficamente obtiveram
atividades proteasicas maiores que o cultivos autotroficos. Assim, o maior valor de atividade
proteasica foi de 104,38 + 16,20 U/mg, no extrato homogeinizado da biomassa cultivada
mixotroficamente com 0,2% de milhocina. Desta forma, pode-se concluir que a A. platensis é
promissora para a producdo de proteases e a adicdo de milhocina pode aumentar a producéo
enzimatica.
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INTRODUCAO

Proteases catalisam a hidrdlise de proteinas e, por conseguinte, desempenham um
papel essencial em varias aplicacbes como na industria alimenticia, de detergentes e
farmacéutica (KAMRAN et al., 2015). A vasta aplicabilidade fez com que essas enzimas se
consolidassem como um dos principais grupos de biocatalisadores disponiveis no mercado,
cobrindo cerca 60% do mercado total de enzimas em todo o mundo (NOVELLI et al., 2015).
Atualmente mais de 3000 enzimas estdo sendo usados em varios processos industriais
(KAMRAN et al., 2015). No entanto, a disponibilidade atual de moléculas com atividade
bioldgica ndo atende por completo as demandas industriais. As proteases estdo presentes em
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todos 0s organismos - vegetais, animais e micro-organismos. Entretanto, do ponto de vista
cientifico e comercial, as provenientes de micro-organismos sdo mais utilizadas, ja que estes
sdo uma fonte de rapido desenvolvimento, requerem um menor espago para o cultivo e sdo de
facil manipulacéo genética (WARD, 1983).

A utilizacdo de residuos para uma maior producdo de biomassa por micro-organismos
e 0 aproveitamento de suas enzimas é uma nova tendéncia, desta forma, a prospeccdo de
novos micro-organismos produtores de protease e o aperfeicoamento da tecnologia de
fermentagdo sdo necessarios para atender a crescente demanda por esta enzima
(RATHAKRISHNAN et al., 2012).

Levando em consideracdo que aproximadamente 30 a 40% do custo envolvido na
producdo de proteases esta relacionado ao meio de cultura utilizado para o crescimento do
micro-organismo (LADEIRA et al., 2010), faz-se necessario a busca de meios de cultura de
baixo custo (CHAUHAN & GUPTA, 2004).

Nos ultimos anos, uma diversidade de subprodutos da industria agricola ou residuos
agroindustriais tém sido estudados com a finalidade de formular substratos para producao de
proteases (MUKHERJEE et al., 2008). A milhocina é um subproduto agroindustrial
proveniente do processamento do milho que apresenta grande potencial de reuso devido a sua
composicdo e caracteristicas fisico-quimicas, além dos beneficios ambientais. E constituida
por carboidratos, aminoacidos, peptideos, minerais, metais, vitaminas e fosfato (RIVAS et al.,
2004). Neste sentido, objetivou-se determinar o potencial da Arthrospira platensis em
produzir enzimas com atividade proteolitica em condi¢Ges autotréfica e mixotrofica de
crescimento, além de selecionar o melhor método de extracdo dessas proteases.

MATERIAL E METODOS

Arthrospira platensis (UTEX, 1926) foi obtida da colecao de cultura da Universidade
do Texas (UTEX, 2011), e cultivada em meio padrdo Schldsser (1982). Os cultivos foram
realizados a uma concentragdo celular inicial de 50 mg.L™, em mesa agitadora e frequéncia de
agitacdo de 100 rpm, temperatura de 28 * 2 °C e iluminancia de 50 + 5 pmol fétons m2.s™.
Nos cultivos mixotroficos, foram adicionados ao meio de cultura padrdo 0,2 e 0,3% de
milhocina, tratada segundo Liggett & Koffler (1948). Dois métodos de extracdo de proteases
foram utilizados, um por homogeneizacéo, utilizando tampéo fosfato (PB), pH 7.0 a 0.1 M
(Matsubara et al. (2000), durante 30 minutos a temperatura ambiente; e por sonicagdo em
pulsos de 1 minuto durante 10 minutos em banho de gelo. Em seguida, os extratos celulares
foram centrifugados a 15,000 rpm durante 10 minutos a 4°C, e os sobrenadantes utilizados
para as analises posteriores. A dosagem de proteinas foi realizada utilizando o Kit BCA
(BCA™ Protein Assay Kit, Thermo SCIENTIFIC) e a determinacéo da atividade proteolitica
foi determinada conforme Alencar et al. (2003), utlizando espectrofotdmetro a 450 nm e
azocaseina como substrato.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a Tabela 1, a Arthrospira platensis cultivada nos meios autotréfico e
mixotroficos apresentaram atividade proteolitica entre 22,08 + 3,31 U/mg e 104,38 + 47,42
U/mg. De forma geral, pode-se observar que os extratos sonicados apresentaram uma maior
atividade catalitica o que provavelmente se deve ao fato desta metodologia atingir um maior
nivel de ruptura celular e, consequentemente, uma maior liberacdo de metabdlitos sintetizados
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pela A. platensis. Alem de evidenciar que as proteases provenientes da A. platensis sdo
estruturalmente resistentes a sonicacéo, que apesar de ser um método mais brusco, certamente
ndo modificou a estrutura espacial das enzimas estudadas e, portanto, ndo interferiu na sua
atividade catalitica. Em contrapartida, os indices relativamente menores encontrados nos
extratos homogeneizados podem indicar a liberacdo de proteases presentes apenas na parede
das células, tendo em vista que este ndo é um método efetivo para a particao celular.

Pode-se observar que os cultivos mixotroficos apresentaram producdo de proteases
superiores quando comparadas com os cultivos autotroficos (Tabela 1). Sendo assim, torna-se
evidente a capacidade da milhocina em induzir uma maior producdo de proteases
intracelulares pela cianobactéria estudada. Especialmente quando este residuo é utilizado
numa concentracdo > 0,2%, aumentando significativamente a atividade proteolitica do extrato
que apresentou 104,38 + 16,20 U/mg de enzimas. Esta mesma concentracdo também
apresentou o maior resultado entre os extratos homogeneizados, 0 que pode propor que
também houve uma maior inducdo de proteases que se agregam a parede celular quando
comparado ao cultivo sem a fonte organica de carbono. Tendo em vista os resultados
expostos, pode-se sugerir que o residuo agroindustrial em questdo pode ser utilizado como um
substrato para a producado biotecnoldgica de proteases.

Tabela 1. Resultados experimentais da biomassa de Arthrospira platensis cultivada
em funcdo de diferentes variaveis de milhocina submetida a homogeneizacao.

Amostra TP Pact (U/mg)
Autotrofico Son. 1,801 + 0,269° 70,61 + 9,854
Autotrofico Hom. 1,429 + 0,1832 25,60 + 3,848
Milhocina 0,2% Son. 1,099 + 0,322° 104,38 + 16,20°¢
Milhocina 0,2% Hom. 1,473 £ 0,0512 41,12 +6,14°
Milhocina 0,3% Son. 1,475 + 0,069? 103,67 + 10,42
Milhocina 0,3% Hom. 2,363 £ 0,065°¢ 22,08 + 3,318

TP = Proteinas totais; P.:x = Atividade protedsica; Son. = Extrato sonicado; Hom. = Extrato

homogeneizado.
ab.c A B, C.D Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

CONCLUSOES

Concluiu-se que o substrato utilizado para a producdo da enzima a partir da
Arthrospira platensis é bastante viavel, o que também contribui para a utilizacdo de um
subproduto agroindustrial e minimizacdo de problemas ambientais. A cianobactéria se
mostrou adequada para o cultivo com milhocina, além de ser uma fonte de producéo de
enzimas proteoliticas. Comparando os valores obtidos a partir da atividade proteolitica,
verificou-se que o extrato sonicado proveniente da biomassa da cianobactéria cultivada com
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0,2% de milhocina apresentou aumento significativo na producdo de proteases, se mostrando
uma promissora fonte de enzimas para a aplicagéo industrial.
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