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Resumo: Enzimas sdo produtos biotecnoldgicos mais utilizados atualmente em diversos
setores industriais, porém ainda apresentam elevados custos de producao e purificacéo.
Formulacéo de meios alternativos utilizando componentes de baixo custo e a descoberta
de novos micro-organismos produtores de enzimas. Estudos para reduzirem 0s processos
de producdo tém sido realizados nas ultimas décadas. Os rejeitos das industrias,
principalmente os da inddstria de alimentos, muitas vezes sdo descartados sem qualquer
tratamento prévio no meio ambiente e apresentam um elevado poder nutricional que
poderia ser aproveitado na formulacdo de meios para producéo de enzimas. As proteases
sdo enzimas de varias aplicagdes industriais que possuem especificidade e elevada
atividade catalitica. Para atender a demanda de mercado, € necessario que as enzimas
estejam disponiveis em quantidade economicamente viavel. Grande parte das proteases
de origem microbiana é produzida por bactérias do género Bacillus. A utilizacdo de
planejamento fatorial em processos fermentativos surgiu como uma alternativa viavel,
pois reduz a quantidade de experimentos realizados, auxiliando na obtenc¢éo de condi¢bes
mais favoraveis a producdo de metabodlitos de alto valor agregado. Para a selecdo da
melhor condicdo, foram elaborados meios alternativos contendo Glicose e residuos
industriais: Soro de Leite e Residuo de Sorvete. Os ensaios ocorreram durante 72 horas,
37°C, 150 rpm, em triplicata. Os resultados obtidos indicaram que o meio contendo
residuo de sorvete obteve a maior atividade proteolitica, cujo valor foi de 39,3 U/L. Foram
realizados estudos para producéo de Protease utilizando um planejamento fatorial 2 para
selecionar a melhor condi¢do de producdo da enzima. Dos ensaios realizados, o ensaio 8
apresentou a maior atividade proteolitica obtida que foi de 60,45 U/L. A utilizacdo de
residuos da industria alimenticia tem surgido como uma alternativa vidvel para
elaboracdo de meios de producdo de metabolitos de elevado potencial biotecnoldgico.
Palavas-chave: Produgdo enzimatica, Bacillus, Meios alternativos

Abstract: Enzymes are biotech products most widely used in many industrial sectors, but
also have high production and purification costs. Formulation alternative means using
low cost components and the discovery of new enzyme-producing microorganisms,
studies to reduce the production processes have been conducted in recent decades
through. Tailings from industries, especially the food industry, are often discarded
without any treatment in the environment and have a high nutritional power that could be
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used in the media formulation for the production of enzymes. Proteases are enzymes of
various industrial applications that have specificity and high catalytic activity. To meet
market demand, it is necessary that the enzymes are available in economically viable
quantities. Much of the microbial protease is produced by bacteria of the genus Bacillus.
The use of factorial design in fermentation processes has emerged as a viable alternative
because it reduces the amount of experiments, assisting in obtaining more favorable
conditions for production of high added value metabolites. To select the best condition,
were developed alternative media containing glucose and industrial waste: Whey and ice
cream residue. The trials took place for 72 hours at 37 °C, 150 rpm in triplicate. The
results indicated that the medium containing ice cream residue obtained the highest
proteolytic activity, whose value was 39.3 U / L. Studies were conducted to produce
protease using a 2° factorial design to select the best enzyme production condition. Of
testing, the test 8 showed the highest proteolytic activity obtained which was 60.45 U /
L. The use of the food industry waste has emerged as a viable alternative to development
of means of production of high biotechnological potential metabolites.

Keywords: Enzimatic production, Bacillus, Alternative medium

INTRODUCAO

A utilizac&o de tecnologias enzimaticas é uma ferramenta promissora para sintese
de compostos de alto valor agregado. Dentre as diversas enzimas utilizadas
industrialmente, as lipases se destacam por apresentarem uma alta capacidade em
catalisarem reacGes em meios 0rganicos e aquosos, Ou Seja, em meios que apresentam
condicGes restritas de agua (SBARDELOTTO et al., 2013; LIMA et al.; 2014).

Proteases refere-se a um grupo de enzimas cuja funcéo catalitica é a hidrolise de
proteinas. Elas podem ser obtidas atraves de plantas, animais e micro-organismos. No
entanto, apenas as produzidas por microrganismos atendem as demandas industriais
(ATOMI 2005; GHORBEL et al., 2002). Entre as varias proteases, proteases bacterianas
sdo as mais significativas, em comparacdo com animais e proteases fingicas entre as
bactérias, Bacillus sp sao produtores especificos de proteases extra-celular. Estas enzimas
tém ampla aplicacdo industrial, incluindo a inddstria farmacéutica, inddstria de couro,
fabricagdo de hydrolizates proteinas, indUstria de alimentos e indUstria de transformagédo
de residuos. (NASCIMENTO & MARTINS 2003).

A producdo industrial de enzimas é frequentemente limitada devido aos custos
dos substratos utilizados para o cultivo dos microrganismos. Estima-se que por volta de
30-40% do custo envolvido na produgdo de proteases seja devido ao meio de cultura
utilizado para o crescimento dos microrganismos. O uso de substratos de baixo custo,
como residuos agroindustriais, ¢ uma alternativa para reduzir os custos de produgdo.
Dentre estes residuos incluem-se o soro de queijo (NASCIMENTO et al.; 2007).

O género Bacillus é conhecido por produzir uma variedade de enzimas
extracelulares importantes tais como as proteases. Estas bactérias sdo capazes de crescer
sob condi¢des extremas de temperatura e pH e originar produtos estaveis em uma ampla
faixa de ambientes adversos (WANG et al., 2007[m1j[BC2]).

Atualmente, as alternativas de valorizagdo de residuos através do aproveitamento
em diversas atividades tem sido muito incentivadas, ja& que podem contribuir
positivamente para a minimizacgdo da poluicdo ambiental, bem como diminuir 0s custos
de producédo e permitir a valorizacdo econémica desses residuos (FERNANDES et al.
2008; MENEZES et al. 2012; LOPES et al., 2013; LIMA et al.; 2014). O Brasil tem
potencial na produgéo de enzimas por possuir grande quantidade e variedade de matérias-
primas renovaveis. O desenvolvimento de tecnologia por reaproveitamento de residuos
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na producdo de enzimas favorece o desenvolvimento sustentavel, fundamental na
preservacdo do meio ambiente. (GOMES et al.; 2010).

Varios residuos agroindustriais tém sido usados como substratos para a producao
de enzimas, devido a disponibilidade local e por representar uma fonte alternativa de
baixo valor comercial, principalmente quando se visa a produgao destas enzimas em larga
escala. Dentre os residuos gerados na industria de alimentos, destaca-se o soro de queijo,
liquido residual obtido a partir da coagulacdo do leite destinado a fabrica¢do de queijos
ou caseina (Brasil, 2005).

O soro de leite, por exemplo, é um residuo altamente rico em proteinas,
respondendo por 20% das proteinas encontradas no leite. A sua utilizacdo como substrato
biotecnoldgico para producdo de enzimas, poderia contribuir em muito para a redugéo do
custo operacional da producdo, bem como para a preservacdo do meio ambiente.
(NASCIMENTO e MARTINS, 2006).

O sorvete é uma excelente fonte de energia, devido principalmente ao seu alto
contetido de carboidratos e gordura. As proteinas do leite representam de 34 a 36% de
seus sOlidos ndo gordurosos, e o0 sorvete contém elevada concentracdo de minerais e
vitaminas, cujo conteldo dependera primariamente da quantidade de sélidos do leite
utilizados na formulacdo (SOUZA et al.; 2010). Apo6s a producdo do sorvete, foi
evidenciadopms] em seu descarte sélidos lacteos ndo gordurosos representados
principalmente por proteina, sais minerais e lactose, alginatos, carboximetilcelulose
(TAVARES et al.; 2011).

A utilizacdo de recursos matematicos, como os planejamentos fatoriais nos
processo fermentativos, tem facilitado e diminuido a quantidade de experimentos
realizados, pois os resultados obtidos podem selecionar as melhores condicbes de
producdo, através da influéncia das variaveis estudadas (PARK et al., 2002; BURKERT
etal., 2004; ZHU et al., 2013; AYENI et al., 2013; MELO et al., 2014).

2. MATERIAL E METODOS
2.1 MICRO-ORGANISMO

A amostra de Bacillus licheniformis UCP- 1020, isolado do porto da cidade de
Pernambuco com a identificagcdo e catalogadas no Banco de Culturas da Universidade
Catolica de Pernambuco (UNICAP), localizado no Nucleo de Pesquisas em Ciéncias
Ambientais (NPCIAMB). Para a manutencéo, foi utilizado o meio Agar Nutriente (AN)
com a seguinte composicdo (por litro): Extrato de carne (5,0 g), Peptona (10,0 g), NaCl
(5,0 g), Agar (15,0g), a pH 7,0.

2.2 MEIO DE CONTROLE DE PRODUQAO

Os ensaios foram realizados em Erlenmeyers de 500 mL, com volume util de 250
mL (% p:v). Aliquotas de 25 mL de pré-indculo foram adicionadas em meio de cultura
contendo (g/L): Extrato de Carne 5g; Peptona 15¢g; NaCl 5g; Hidrogeno Fosfato de
potassio 5g; Cloreto de Calcio 0,2g; Agua destilada 1000 mL.

2.3 MEIOS ALTERNATIVOS DE PRODUCAO

Os meios alternativos foram elaborados utilizando residuos de soro de leite,
residuo de sorvete Como fontes variaveis de nitrogénio e carbono (Figura 1 A-B). O soro
de leite na mesma proporcao da peptona no meio denominado controle. As concentragoes
dos residuos utilizadas nos ensaios foram de 15g de soro de leite e 5g de residuo de
sorvete. Também foi adicionado ao meio 10g de glicose. Os ensaios foram realizados em
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cultivos submersos a 150 rpm, durante 72 horas a 37°C.

A B
Figura 1: A (Soro de leite) e B (Residuo de sorvete )

2.4 CINETICA DE PRODUC;AO DE PROTEASE

Os ensaios de producio ocorreram de acordo com o planejamento fatorial de 23
no meio controle para obtencdo da melhor condicdo de producdo da Protease. Apos a
selecdo da melhor condicdo, foram elaborados ensaios com 0s meios alternativos
mantendo as condicdes testadas no meio controle. Os ensaios ocorreram a 37°C, 60 horas,
150 rpms em triplicata. As amostras foram submetidas as determinaces da atividade
proteolitica, pH, crescimento microbiano e proteinas totais.

2.5 PLANEJAMENTO FATORIAL

Foi realizado um planejamento fatorial 22 para analisar os principais efeitos e
interacdes das variaveis concentracdes: Soro de Leite, Residuo de sorvete e Glicose. Com
4 pontos centrais e niveis +1 e —1, (Tabela 1) com apoio de um Software Statistica 7.0
da Stat Soft.

Tabela 1. Valores dos Fatores utilizados no Planejamento Fatorial 23

Variaveis (g/L) -1 0 +1
Glicose 10 12 14
Soro de Leite 13 15 17
Residuo de sorvete 3 5 7

2.6 DETERMINACAO DO pH
Foi realizada por potenciometria em todas as amostras coletadas.
2.7 DETERMINACAO DA CURVA DE CRESCIMENTO

O crescimento ocorreu em agitador orbital, em 150 rpm, a 37°C, por 60 h em
triplicata, com amostras coletadas a cada 4 horas.

2.8 DETERMINACAO DAS PROTEINAS TOTAIS

As proteinas totais foram determinadas pela metodologia descrita por Bradford
(1976), utilizando solucéo de albumina bovina.
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Para a preparagédo do reagente, foram dissolvidos 100 mg de Coomassie Brilliant
Blue G-250 em 50mL de etanol 95% e, em seguida, adicionou-se 100 mL de &cido
fosfdrico 85%. A solucédo foi completada para 1L com agua destilada.

2.9 DETERMINACAO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA

Foi realizada através da metodologia descrita pelo método de LEIGTON
(LEIGTON et al., 1973). A reacdo composta de 250 uL da solugdo azocaseina, 150 puL
da amostra centrifugada produzida nos meios controle e alternativos.

A temperatura foi mantida em 40°C em banho-maria por 10 minutos. A reacao foi
interrompida pela adigdo de 500 pL de acido tricloroacético. Em seguida, a solu¢cdo com
as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 8.000 rpm a 4°C. As enzimas
proteoliticas livres presente na mistura, foram identificadas na solugdo de 500 pL da
solucdo resultante, adicionada de hidroxido de sddio (1:1). A leitura foi realizada ao
término da reacdo, em espectrofotdbmetro Biochrom S21, a um comprimento de onda de
440 nm. Uma unidade de atividade proteéasica foi definida como a quantidade de enzima
que produz uma diferenca de 0,01 na absorbancia entre o branco e a amostra, por minuto,
nas condi¢cdes do ensaio. A atividade enzimatica dos meios controle e alternativos foi
calculada através da seguinte equacao:

AE (U/L) = ABSam . Vam. fd
t
AE= atividade proteésica (U/L);
ABSam = Absorbancia da amostra
Vam= volume da amostra (mL);
fd = Fator de diluicéo;
t= tempo de reacdo em minutos

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de atividades proteoliticas determinados em cultivo submerso de B.
licheniformis UCP — 1020 em caldo nutritivo na presenca de diferentes residuos
industriais, estdo ilustrados na figura 1 e 2.

Os resultados mostram que a cultura de B. licheniformis UCP — 1020 produziu
atividade proteolitica em todas as condi¢des investigadas. A maior atividade proteolitica
foi de 39,3 U/L em 48 h de cultivo submerso, utilizando o residuo de sorvete como fonte
de carbono e nitrogénio.

Espécies dos géneros Bacillus, apresentam um elevado potencial biotecnoldgico
para a producdo de protease. (HADDAR et al., 2010). Nas ultimas décadas, tem
aumentado o interesse nesses micro-organismos, devido a grande utilizacdo de diversas
enzimas microbianas em diferentes segmentos industriais (RIBEIRO et al., 2013).

B. licheniformis UCP-1020 cresceu e produziu proteases em todos 0os meios
contendo os residuos industriais investigados, como observado na Tabela 2. SHIKHA e
colaboradores relataram a producéo de proteases utilizando varias fontes de carbono. O
soro de leite, subproduto da industria lactea, contém cerca de 55 % dos nutrientes do leite,
incluindo a caseina, indutor de proteases além de lipidios, aglcares e outras proteinas.
Segundo esses autores, os melhores resultados foram determinados na presenca de melago
de cana-de-agUcar.
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Segundo Nascimento e Martins (2000) os Bacillus crescem e secretam proteases
quando cultivados num meio de cultura contendo soro de leite, um residuo das industrias
de laticinios. De fato, meios de cultura ricos em proteinas, como aqueles contendo o soro
de leite e residuo de sorvete possuem indutores que levam a producéo de proteases.

A influéncia da utilizacdo dos substratos industriais na producdo de Protease esta
descrita na tabela 2 e na figura 2. Verifica-se que em todos os residuos testados houve a
producdo de protease, porem residuo de sorvete apresentou maior atividade Proteolitica
(39,3 U/L), valor superior ao obtido no meio denominado controle.

Porém o meio contendo Glicose apresentou maior crescimento microbiano obtido
por leitura a D.O (600nm) em espectrofotdmetrorms) de 1,884. O pH inicial em todos os
meios foi de 7,0, observando-se que nos meios com Soro de leite e 0 Residuo de Sorvete
0 pH se mostrou levemente alcalino. Retratado na figura 3. De acordo com (GOMES et
al.,2012) o pH do meio de cultivo (pH inicial 7,0) permanece em torno da neutralidade
na maioria dos ensaios durante 24 h de cultivo, o que foi constatado neste trabalho pelos
autores. O menor valor, pH 5,59 foi determinado na presenca da glicose e o maior, pH
8,55 na presenca de Soro de leite.

Tabela 2. Crescimento microbiano, pH e atividade Proteolitica dos em diferentes residuos em
72 horas de cultivo a 37°C a 150 rpm.

Residuos Crescimento 0 Protease

Microbiano U/L
Glicose 1,884 5,59 12,75
Soro de Leite 0,652 8,55 29,7
Residuo de 0840 849 393
sorvete

A figura 2, mostra a producdo enzimatica em 72 horas de fermentacdo,
demonstrando que o Residuo de Sorvete apresentou uma maior producdo de protease.
NASCIMENTO e MARTINS (2006) produziram Protease bacterianas utilizando
residuos Agroindustrial como melago da cana-de-agUcar. Foi constatado que esse residuo
foi capaz de induzir uma secrecdo de Protease muito maior que a observada no presente
trabalho.
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Figura 2. Atividade Proteolitica de Bacilus licheniformis utilizando diferentes residuos
em cultivo de 72 horas a 37° C e 150 rpm.
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Figura 3. Crescimento do Bacillus licheniformis UCP (1020) nos diferentes meios alternativos
testados para a producéo de Protease, no periodo de 72 horas.

Utilizagdes de ensaios contendo planejamentos fatoriais reduzem a quantidade de
experimentos que envolvem a producao de metabélitos de interesse biotecnoldgico, pois
os planejamentos simulam condigdes diferenciadas no mesmo experimento, favorecendo
assim a obtencdo da melhor condicdo obtida nos ensaios.

Ap0s a selecdo da melhor condicdo de producéo de Protease, foram elaborados o0s
meios alternativos contendo os residuos industriais previamente selecionados, mantendo
as mesmas condicdes de fermentacdo testadas anteriormente.

Na tabela 3 encontra-se a matriz decodificada contendo as variaveis Glicose,
Residuo de Sorvete e Soro de leite e também as determinac6es proteoliticas realizadas,
verifica-se que a maxima atividade proteolitica evidenciada ocorreu no ensaio 8
observado na figura 4, que apresentou um valor inicial de Glicose (14,0 g/L), Soro de
Leite (17,0 g/L) e Residuo de sorvete (7,0 g/L), obtendo assim uma atividade Proteolitica
de 60,45 U/L, maior atividade obtida nos 12 ensaios realizados. A atividade méxima da
protease encontrada neste trabalho foi similar aquela relatada por (NASCIMENTO e
MARTINS, 2004).
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A atividade maxima da enzima (60,45 U/L proteina) foi alcancada apds 28h de

incubacdo do microrganismo, quando o crescimento ja se encontrava no inicio da fase
estacionaria de crescimento. De acordo com Ward (1985), os microrganismos do género
Bacillus, geralmente, produzem maior quantidade de protease ao final da fase
exponencial de crescimento e, embora a funcdo destas enzimas ainda ndo seja bem
conhecida, sua producdo esta correlacionada com uma elevada taxa de renovacdo de
proteinas durante a esporulagéo.
(PEREZ et al. 2007), obtiveram maxima atividade da protease com B. licheniformis apds
20 horas de cultivo. (SILVA, DELATORRE e MARTINS, 2007), estudando o mesmo
género, obtiveram 0 maximo da producédo de protease com apenas 14 horas de cultivo, o
que pode ser explicado em funcdo da variagdo dos nutrientes empregados e densidade do
indculo (PURI; BEG; GUPTA, 2002).

Tabela 3. Producdo de Proteinas totais, pH e atividade proteolitica dos ensaios para as
concentragdes de Glicose, Soro de Leite e Residuos de Sorvete em 60 horas de cultivo a 37°C a
150 rpm.

Soro de Residuo Proteinas Proteas
Ensaios  Glicose Leite de pH Totais e
sorvete (mg/mL) (U/mL)
1 10,0 13,0 3,0 51 0,622 15,45
2 14,0 13,0 3,0 5,05 1.2 16,95
3 10,0 17,0 3,0 5,02 0,265 3,0
4 14,0 17,0 3,0 53 0,865 12,45
5 10,0 13,0 7,0 51 0,704 9,75
6 14,0 13,0 7,0 5.0 0,888 15,15
7 10,0 17,0 7,0 5,01 1,085 38,85
8 14,0 17,0 7,0 5.1 1,0404 60,45
9 12,0 15,0 5,0 5.0 0,987 24,41
10 12,0 15,0 5,0 55 0,789 23,25
11 12,0 15,0 5,0 5.0 0,850 23,85
12 12,0 15,0 5,0 5,0 0,835 23,30

70

Atividade enzimatica

60

50

40

30

20
ot
: 11

1 2 3 4 5 6 8 9

7 10 11 12
Ensaios

Figura 4. Variacdo da atividade enzimatica em diferentes ensaios, sendo evidenciado maior
producdo de protease no ensaio 8.
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A variagédo da faixa do pH estudado durante o perfil de crescimento ocorreu numa
faixa de 6,0 a 5,0, modificando a faixa inicial como demonstrado na figura 5. A influéncia
das condicdes de pH sobre a regulacdo metabolica na producgéo de protease serina alcalina
por B. licheniformis foi determinada em estudo conduzido por Calik et al. (2002). Foi
investigada uma faixa de pH entre 7,0 e 7,5, observando-se na primeira fase de
crescimento (0-20h), uma dependéncia significante do pH para o consumo de glicose, 0
que foi 6timo em pH=7,5. Por outro lado, o decréscimo do pH para 7,25 favoreceu a
producdo de proteases na fase estacionaria, enquanto pH=7,0, segundo estes autores, foi
6timo para a producdo de biomassa nesta mesma fase. Como o aumento na concentragao
de biomassa gera aumento na producdo da fase estacionaria, o pH inicial 6timo para a
producdo de proteases, deveria estar entre 7 e 7,25 .

AL-SHERI e MOSTAFA (2004), analisando algumas propriedades de proteases
produzidas por B. licheniformis, concluiram que a producdo de protease foi
particularmente sensivel ao pH acido, sendo méaxima em condic¢des de pH inicial alcalino
(mais especificamente, em pH= 8,0). A producdo da enzima teve diminuigdo gradual até
18,4%. Verifica-se também que no ensaio 8 foi obtido um pH étimo de 5,58, sendo assim
a melhor condigéo para a producédo da Protease.

8
7.5
Fi
- 65
= 6
55
g
45
g
3
g 2,5
=
F-1
e
=
ES .
% 2 5
=
ES 1
=
]
= 0,5
i
1] 10 20 30 40 50 &0
Tempa (h)

Figura 5 Crescimento do Bacillus licheniformis (UCP 1020) para o ensaio 8. Em 60 horas de
fermentacédo a 37°C e pH 5,0.

Em processos fermentativos, nos quais cada variavel pode interagir e influenciar
no efeito de outras variaveis é essencial que seja utilizado um método de analise que
permita detectar possiveis interacdes, de modo que um ponto étimo seja escolhido, nas
condicBes experimentais. Em qualquer anélise experimental deve-se seguir duas etapas:
0 planejamento experimental e a andlise estatistica dos dados, esta ultima sendo
dependente do tipo de planejamento realizado (ROCHA, 2010).

Dessa maneira, a segunda etapa do processo consistiu em avaliar o efeito das
variaveis: Glicose, Residuo de Sorvete e Soro de Leite na producdo enzimatica. Os
valores codificados empregados no planejamento fatorial 2° completo, assim como 0s
resultados obtidos para a atividade da enzima protease.
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Os resultados expressos nos diagrama de Pareto (Figura 6) apresenta a
significancia dos resultados, com 95% de confianca, representado pela linha tracejada
vermelha, correspondente ao valor de com p< 0,05. As seguintes variaveis independentes:
Glicoses, Residuo de Sorvete e Soro de Leite, influenciaram para a producéo de Protease.
Sendo que Residuo de Sorvete e o0 Soro de Leite foram as variaveis independentes mais
relevantes para a producao da enzima, por ambas estarem muito acima dos valores de p.

IR esiouwn de Sorvete (mL) 7 11468362

(21500 (m H 111,2013¢

(1)Ghicose (§)

Figura 6. Diagrama de Pareto mostrando os efeitos principais e alteracfes das variaveis
independentes no processo de producdo de Protease por Bacillus licheniformis UCP 1020 a 60
horas de fermentacédo a 37°C. (1) Glicose, (2) Soro de Leite, (3) Residuo de Sorvete.

O perfil de crescimento obtido no ensaio 8, com a amostra de Bacillus
licheniformis (UCP 1020) esta descrita na figura 5. Verifica-se que houve uma rapida
adaptacdo do micro-organismo na fase onde ocorre a sintese da enzima e de outros
constituintes celulares necessarios a absorcdo dos nutrientes presentes no meio. Logo
apos, 0 micro-organismo cresceu de forma rapida, atingindo sua maior producéo tanto de
biomassawms)[scej[ec7] e atividade lipolitica de (60,45 U/L) em 60 horas de cultivo.

Talon, Montel, Berdague (1996), Abreu (2013) demonstraram que a concentracdo
de enzima ativa, comega a aumentar ao final da fase do crescimento exponencial e atinge
seu méximo durante a fase estacionaria.

Oliveira et al., 2013 descreveram que para reduzir os custos da producdo de
enzimas, algumas estratégias podem ser adotadas, como a substituicdo dos componentes
do meio de cultivo por reagentes de baixo custo ou até mesmo residuos de alto valor
nutritivo.

4. CONCLUSOES|ms]

A utilizacdo de rejeitos industriais para a elaboracéo de meios econdémicos para a
obtencgéo de bioprodutos de alto valor agregado tem surgido como uma alternativa para
minimizar os custos de producédo e também o descarte de uma grande maioria de residuos
com elevado potencial nutritivo.

O meio contendo o residuo de sorvete apresentou maior producdo de protease,
quando comparado aos demais meios testados. O denominado meio controle que continha
Glicose e aos demais meios alternativos contendo Soro de leite e Residuo de Sorvete,
respectivamente.
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O ensaio 8 apresentou maior producdo de protease, nas condi¢Ges que foram
propostas no trabalho.

Verificou-se que os meios alternativos quando isolados, produziram protease
alcalina. Os meios na presenca da Glicose o pH variou para acido.

Esses estudos de producdo enzimética revelam o elevado potencial
biotecnologicos dos Bacillus licheniformis isolados do Porto de Suape do Estado de
Pernambuco.
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