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RESUMO

As proteases constituem o grupo mais importante dentre as enzimas industriais,
principalmente na industria de detergentes. Uma fonte alternativa e potencial dessas
enzimas sao as visceras de peixes, que constituem subprodutos da aqiiicultura. O
presente trabalho objetivou a avaliacdo da estabilidade das proteases de intestino de
tilapia do Nilo, a segunda espécie de peixe exdtico mais importante na aqiiicultura
brasileira, ¢ a sua aplicacdo experimental como aditivo de detergentes através de
planejamento estatistico fatorial 2*. As proteases do Extrato Enzimatico (E.E) foram
parcialmente purificadas por tratamento térmico, apresentando um fator de purificagdo
de 3,69 e rendimento de 103.41%. Estas enzimas mostraram atividade maxima e foram
estaveis em pH 7,2-11 (120 mim), temperatura 6tima de 55 °C e estabilidade a 35 e
45°C. Em presenca de Saponin (1 % p/v) a atividade proteolitica foi estimulada
aproximadamente 15%, enquanto que em Tween 20 e colato de sodio (1 % p/v) as
proteases foram estaveis. O surfactante SDS (1 % p/v) inativou-as ap6s 30 min. Em
solugdes de perdxido de hidrogénio a 5 % e 10 % (v/v) cerca de 65 % de atividade
proteolitica foi mantida ap6s 30 min de incubagdo. As proteases digestivas foram
fortemente ativadas pelos fons Ca’" e Mg”" e a hidrolise dos substratos protéicos
obedeceu a seguinte seqiiéncia: caseina > azocaseina > hemoglobina > ovoalbumina >
BSA.O modelo estatistico sugeriu que todos os fatores escolhidos (concentragdo do EE;
concentragdo de detergente; tipo de detergente comercial;tempo de incubagdo) tiveram
um impacto significante sobre a resposta atividade enzimatica. A melhor condig@o para
a utilizacdo das proteases de tildpia do Nilo como aditivos de detergentes foi com
extrato contendo 0,299 mg/mL de proteinas, solugdo do detergente comercial Astrus®

(3,0 mg/mL), por 30 min.

PALVRAS-CHAVE: Proteases, tilapia do Nilo, aditivo de detergentes, planejamento

estatistico



ABSTRACT

The proteases are the most important group of industrial enzymes mainly in the
detergent industry. An alternative and potential source of these enzymes is fish viscera,
by-products from aquaculture. The present work aimed at the evaluation of stability of
proteases from Nile tilapia intestine, the second exotic fish specie most important in
Brazilian aquaculture, and its experimental application as detergent additive through a
factorial 2* statistical planning. The proteases of the Enzymatic Extract (EE) were easily
partially, presenting 3.69 fold-purified and 103.41% of yield. These enzymes showed
maximum activity and stability at pH 7.2-11.0, temperature optimum of 55°C and
stability at 35°C and 45°C (120min). The 1%(v/v) saponin surfactant stimulated their
activities about 15% after 120min, while in 1% (v/v) Tween 20 and 1% (w/v) sodium
choleate they were stable. The 1%(v/v) SDS surfactant inactivate them after 30min. In 5
and 10%(v/v) hydrogen peroxide solution about 65% of proteolytic activity was kept
after 30 min. Intestine proteases were slightly activated by Ca’" and Mg®" and the
hydrolysis of proteic substrates obeyed the following sequence: casein > azocasein >
hemoglobin > ovoalbumin > BSA. The statistic model suggested that all the factors
chosen (EE concentration; detergent concentration; commercial detergent; incubation
time) had a significant impact on enzymatic activity. The optimum conditions for Nile
tilapia protease can be used as detergent additive were extract with 0.229mg.mL™" of

protein, Astrus® detergent solution (3.0mg.mL™), for 30min.

KEYWORDS: Proteases, Nile tilapia, laundry detergent additive, statistic planning
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

As enzimas sdo biocatalizadores de alta especificidade e estdo envolvidas em
todos os processos bioquimicos que ocorrem nos organismos vivos, tais como nas
alteracdes estruturais de biomoléculas, na expressdao gé€nica e no processamento de
nutrientes de natureza macromolecular. Neste ultimo processo, estdo particularmente
envolvidas as proteases digestivas, enzimas degradativas que hidrolisam as proteinas,
permitindo o melhor aproveitamento dos aminoacidos e peptideos provenientes da dieta,
para aquisicao de energia pelas células animais (Nelson & Cox, 2002).

Além da importancia nos sistemas vivos e dindmicos, as proteases constituem
0 grupo mais importante entre as enzimas industriais, sendo responsaveis por cerca de
60% do total das enzimas comercializadas em todo mundo (Sana et al., 2006) para
utilizacdo nos setores alimenticios (El-Beltagy et al., 2004), farmacéuticos (Tunga,
2003), de detergentes (Moreira et al., 2002), de curtumes (George, 1995), e de
recuperacao da prata dos filmes de raios X (Manachini & Fortina, 1998). No entanto,
cerca de 30% do total das vendas mundiais de enzimas sdo direcionadas as industrias de
detergentes, que adquirem proteases alcalinas para serem incorporadas como aditivos
(Maurer, 2004; Sana et al., 2006).

Formulagdes de detergentes contendo proteases passaram a  ser
preferencialmente utilizadas nas tltimas duas décadas e atualmente sdo lideres na maior
parte do mundo. No mercado brasileiro, cerca de 80% dos detergentes apresentam pelo
menos uma enzima na sua formulacdo (www.novozymes.com, 2007). As proteases
utilizadas como aditivos atuam sobre manchas especificas ao degradarem os residuos
organicos de origem protéica, permitindo assim a substituigdo ou a reducao da
utilizacdo de produtos céusticos, acidos e solventes toxicos, que agridem o meio
ambiente e promovem o desgaste dos tecidos e de equipamentos (Mitidieri et al., 2002).

Embora as proteases possam ser obtidas de qualquer ser vivo, as mais
utilizadas como aditivos de detergentes sdo obtidas das bactérias do género Bacillus
(Vasconcelos et al., 2006), dado que as suas caracteristicas satisfazem as necessidades
desta industria a despeito de seu processo de extragdo implicar custos elevados (Awnar
& Sallemuddin, 1998; Moreira et al., 2002). Deste modo, no ambiente altamente
competitivo do mercado de detergentes para lavanderia, os fabricantes sao

constantemente pressionados para a busca de proteases viaveis, ndo s6 sob o aspecto
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industrial, mas também financeiro, para a sua aplicagdo como aditivos a fim de
satisfazerem, cada vez mais, os consumidores e se consolidarem industrialmente
(Saisubramanian et al., 2006; Mitidieri et al., 2002). Neste contexto, destacam-se as
visceras de peixes como fonte alternativa e potencial de enzimas proteoliticas (Bezerra
et al., 2005).

Recentemente, proteases parcialmente purificadas de intestino de tambaqui
(Colossoma macropomum) apresentaram excelentes resultados quanto a proposta de sua
utilizagdo como aditivos de detergentes (Esposito, 2006). De igual modo, outro peixe
que apresenta enzimas viaveis para as formula¢des de detergentes ¢ a tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), a segunda espécie de peixe exOtico mais importante na
aqiiicultura brasileira (Amaral et al., 2006). No processamento desta espécie, 0s
intestinos constituem subprodutos cujo destino corresponde a um problema financeiro e
ambiental, j&4 que mais de 12 toneladas deste material foram descartadas somente no ano
de 2003 (IBAMA, 2003).

Justifica-se, assim, o presente trabalho devido a relevancia das proteases no
contexto biotecnologico, aliado a grande quantidade de subprodutos (intestinos)
provenientes do beneficiamento da tilapia do Nilo, no sentido de promover a utilizagdo
das proteases digestivas como aditivo para a remo¢do de manchas, tornando-as
industrialmente atrativas e conseqiientemente representando uma perspectiva de

aproveitamento para estes residuos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Proteases

Enzimas proteoliticas, proteases, proteinases ou peptidases sdo sinonimos
utilizados para as enzimas que catalisam as reacdes de hidrolise em ligacdes peptidicas
de substratos protéicos (Nelson & Cox, 2002). As proteases executam uma grande
variedade de fung¢des nos organismos vivos, compreendendo a ativacao e a participacao
de cascatas biologicas, como na digestdo, homeostasia e inflamacdo em diversos
sistemas, sendo imprescindiveis para o perfeito funcionamento celular (Gavrilescu &
Chisti, 2005).

Dependendo do local de agdo no substrato, as proteases podem ser subdivididas
em dois grandes grupos: exopeptidases e endopeptidases. As exopeptidases atuam
proximo das extremidades das cadeias polipeptidicas, podendo ser classificadas como
amino ou carboxipeptidases, em fun¢do do seu sitio de a¢do na extremidade amino ou
carboxi-terminal, respectivamente. As carboxipeptidases podem ser subdivididas em
serino, metalo e cisteino-carboxipeptidases. As aminopeptidases, em fun¢ao do numero
de residuos de aminoéacidos removidos, sdo classificadas em aminopeptidases (um
residuo), aminodipeptidases (dois residuos) e aminotripeptidases (trés residuos). Ja as
endopeptidases atuam preferencialmente nas regides internas das cadeias polipeptidicas
e sao subdivididas em 4 grupos: serino-proteases, aspartato-proteases, cisteino-proteases
e metalo-proteases (Rao et al., 1998).

Sob o aspecto biotecnologico, as proteases compreendem as enzimas de maior
relevancia industrial (Gavrilescu & Chisti, 2005), representando cerca de 60% do total
de enzimas vendidas mundialmente (Sana et al., 2006).

O sucesso da utilizagdo das proteases nos processos industriais deve-se ao fato
de oferecerem numerosas vantagens em relacdo aos catalisadores quimicos, além de
exibirem elevada atividade catalitica, possuirem varios substratos especificos, serem
produzidas em grandes quantidades e serem economicamente viaveis (Mitidierrei et al.,
2006). Deste modo, as proteases tém sido utilizadas nos mais diversos setores
industriais, embora entre todas as aplicagdes as dos setores alimentares e de detergentes

sejam as mais relatadas na literatura (Tabela O1).
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Tabela 01- Utilizacao de proteases nos setores industriais

Setor Industrial Aplicagdo Referéncia

Amaciamento, clarificagdo, Sana et al. (2006); Rao et al. (1998)

Alimenticio atenuagao de sabor, etc

Vasconcelos et al. (2006); Amaral
Detergentes Aditivos clareadores et al. (2006); Mittidieri et al. (2002)
Farmacéutico Moléculas bioativas Sana et al. (2006); Rao et al. (1998)
Curtumes Degradagao de queratina George et al. (1995)
Filmes de raios X Recuperacao de Prata Kumar & Takagi (1999)
Producao de papel Clareamento Steele & Stowers (1991)

As proteases industriais podem ser extraidas e/ou obtidas de varias fontes
bioldgicas como bactérias, fungos, animais e vegetais, sendo que 40% da produgdo
mundial destas enzimas ¢ obtida de microrganismos (Sana et al., 2006). A desvantagem
da utilizacdo destas proteases esta relacionada com o alto custo da sua produ¢do, uma
vez que todos os parametros do crescimento microbioldgico para produg¢do enzimatica
devem ser considerados, desde o monitoramento até a otimizagdo (Awnar &
Sallemuddin, 1998).

O aumento na demanda de proteases com propriedades especificas para os
diversos setores industriais tem estimulado os biotecnologistas a explorar novas fontes
destas enzimas (Mei & Jiang, 2005). E neste contexto que as proteases de origem

animal, como os peixes, surgem como uma alternativa a ser considerada.
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2.2 Proteases Digestivas de Peixes

As proteases obtidas de peixes tém sido estudadas desde 1940, embora ainda
exista pouca informagao a respeito de proteases de peixes tropicais, dulcicolas e as suas
aplicagdes biotecnoldgicas (Bezerra et al., 2005).

A produgdo e excregao das proteases digestivas destes peixes ocorrem de forma
similar ao processo observado em mamiferos. O estdmago secreta HCI e contém
pepsina, uma protease produzida no epitélio sob a forma de pepsinogénio. Este
zimogeno ¢ ativado por autocatdlise, liberando cerca de 40 a 50 residuos de
aminoacidos da sua regido N-terminal (Kolodziejska & Sikorski, 1996). As proteases
digestivas do pancreas sdo produzidas sob a forma de zimogénios, como o tripsinogénio
e sdo ativadas no lumen do intestino pela acdo da enteroquinase (enteropeptidase), uma
protease intestino anterior, que hidrolisa uma ligacdo peptidica especifica no
tripsinogénio, transformando-o em tripsina ativa. A partir de entdo, as moléculas de
enteroquinase juntamente com as de tripsina (recém ativadas) promovem um efeito em
cascata (Figura 01), responsavel pela ativagdo de novos tripsinogénios € outros
zimogénios como o quimiotripsinogénio, procarboxipeptidase, proelastase e
profosforilase (Brody, 1994). Na maioria dos peixes, contudo, o tecido pancreatico
encontra-se difuso entre outros 6rgaos como os cecos pildricos e intestinos (Glass et al.,

1989).

ENTEROQUINASE

4 >

Tripsinogénio TRIPSINA
Tripsinogénio TRIPSINA

(x>

Quimiotripsinogénio
Procarborlpeptldase Carboxipeptidase
Proelastase elastase

Profosfolipase fosfolipase

Quimiotripsina

Figura 01 - Cascata de ativacao de enzimas digestivas do intestino (Brody, 1994).
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Nos ultimos anos, tripsinas e quimiotripsinas de peixes tém sido purificadas a

partir de intestinos e cecos pildricos de varios peixes, conforme descrito na Tabela 02.

Tabela 02 — Peixes utilizados para extracdo e/ou purificagdo de tripsinas e

quimiotripsinas a partir de cecos piloricos € intestinos

Peixe Espécie Referéncia
Saramunete Pseudopeneus maculatus Souza et al. (2007)
Jacopever” Sevastes schlegelii Kishimura et al. (2006)
“Elkhorn sculpin” Alcichthys alcicornis Kishimura et al. (2006)
Tilapia do Nilo Oreochromis niloticus Bezerra et. al (2005)
Tambaqui Colossoma macropomum Bezerra et al. (2001)
Discus fish Symphysodon aequifasciata Chong et al. (2002)
Tilapia hibrida Tilapia nilotica/aurea El-Shemy & Levin (1997)
Mullet Mugil cephalus Guizani et at. (1991)
Atlantic halibut Hippoglosso hippoglossos L Glass et al. (1989)
Turboti Scophthalmus maximus L Glass et al. (1989)
Dove sole Solea solea L Glass et al. (1989)
Carpa Ciprinus carpio Cohen et al. (1981)

Alguns aspectos de proteases digestivas obtidas da tilapia do Nilo (O. niloticus)
jé foram discutidos na literatura tais como: purificacdo e caracterizagdo de uma protease
alcalina de intestino (Bezerra et al., 2005) e de uma protease do tipo pepsina de
estomago (Yamada & Takano, 1993); efeito da salinidade (Fang & Chiou, 1989);
distribuicao de enzimas ao longo do tubo digestivo e intestino (Tengjaroenkul et al.,
2000), purificagdo por cromatografia de afinidade usando um inibidor de tripsina
imobilizado em particulas paramagnéticas (Rocha, 2002) e imobilizagdo de tripsina em
dacron ferromagnético (Amaral et al., 2006).

As proteases digestivas representam uma importante classe de enzimas para
aplicacdes industriais (Bezerra et al., 2005). Estas biomoléculas estdo presentes em
visceras (intestinos) de peixes, os quais constituem subprodutos que sdo simplesmente
descartados pelas empresas de aqiiicultura, gerando 6nus financeiro e ecologico. No
ambito biotecnoldgico, o melhor aproveitamento destes subprodutos esta relacionado

com uma nova e abundante fonte em potencial de moléculas bioativas, a exemplo das
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enzimas proteoliticas (Espostio, 2006). Estas podem ser purificadas para utilizagdo nos
setores farmacéuticos e alimentares ou serem utilizadas em extratos brutos na industria
de detergentes, a qual ndo requer a enzima totalmente purificada para ser utilizada como

aditivo (Gavrilescu & Christi, 2005; Maurer, 2004).

2.3 Tilapia do Nilo

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é a segunda espécie de peixe exotico
mais importante para a aqiiicultura brasileira (IBAMA, 2000), sendo a sua producao
somente superada pelas das carpas (Kubitza & Kubitza, 2000).

Tilapia ¢ a denominagdo comum de uma grande gama de espécies de peixes
ciclideos, que se distribuiram originalmente desde o centro-sul da Africa até o norte da
Siria (Popma & Phelps, 1998). Apesar de existirem aproximadamente 70 espécies
taxonomicamente classificadas como tildpias e, dentre estas, cerca de 22 serem
cultivadas, apenas quatro conquistaram destaque na aqiiicultura mundial: a tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus), a tilapia mossambica (O. massambicos), tilapia azul ou
aurea (O. aureus) e a tilapia de Zanzibar (O. urolepsis hornorum) (Kubitza & Kubitza
2000; EI- Sayed, 1999).

A distribui¢do mundial de tilapias comegou com a criacdo de peixes para a
subsisténcia em paises em desenvolvimento (Lovshin & Cyrino, 1998). No Brasil, as
primeiras tilapias foram introduzidas nos anos 50 para o povoamento das represas da
hidroelétrica Light, empresa de abastecimento hidrico do Estado de Sdo Paulo. As
tilapias introduzidas eram das espécies O. massambicos, Tilapia rendalli e T. zilli,
porém ndo apresentaram um alto potencial para a aqiiicultura, por serem de pequeno
porte e causarem superpopulagdo nas represas e lagoas (Borghertti & Ostrensky, 1998).
Somente em 1971, a tilapia do Nilo apresentou alto potencial para a aqliicultura em
varios sistemas de criag@o e foi introduzida no nordeste brasileiro a partir da Costa do

Marfim (Boscolo et al., 2001).

Segundo Kubitza & Kubitza (2000), tilapia do Nilo linhagem Chitralada (Figura
02) foi introduzida no Brasil 25 anos mais tarde, em 1996, a partir de alevinos doados
pelo Asian Institute of Technology (AIT). Os termos tildpia do Nilo linhagem

Chitralada, tildpia Chitralada, tilapia thai-Chitralada e tildpia tailandesa sdo sindnimos
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para essa linhagem da espécie O. niloticus desenvolvida no Japdo na década de 40 e
melhorada na Tailandia, no Palacio Real de Chitralada em Bangkok, no final dos anos

60 (Ferraz et al., 2003).

Figura 02 - Vista lateral de tilapia do Nilo linhagem Chitralada (reproduzido do

www.aquabel.com.br/tilapia, 2007)

A linhagem Chitralada foi desenvolvida porque praticamente ndo existiam
populagdes puras de O. niloticus, uma vez que os governos da Africa haviam realizado
introdugdes errdneas e massivas de O. aureus, O. hornorum, O. mossambicos, Tilapia
zilli e Tilapia rendalli em culturas aqiiiferas, as quais acasalaram naturalmente com as
tilapias nildticas, e praticamente acabaram com a pureza desta espécie (Pullin & Capili,
1998). O sucesso da linhagem Chitralada para producdo em larga escala tem sido
confirmado pela sua viabilidade econdmica relativa ao ganho de peso, a conversao
alimentar, a sobrevivéncia na fase inicial e ao seu comprimento ser superior ao da
tilapia do Nilo pura, tanto nas fases iniciais como nas de crescimento (Boscolo et al.,
2001).

A tilapia do Nilo é predominantemente herbivora e capaz de produzir proteinas
de alta qualidade para o consumo humano, uma vez que a sua conversao alimentar ¢
beneficiada pela atividade das suas proteases digestivas (Xue-yan et al., 2005). A sua
alimentagdo e os seus mecanismos digestivos ja foram bem descritos na literatura (Little
& Edwards, 2004; Tengjaroenkul et al., 2000; Fang & Chiou, 1989; Bowen, 1976; Fish,
1951).
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2.4 Detergentes

As moléculas de gordura que mancham as roupas prendem-se firmemente ao
tecido na forma de pequenas goticulas que ndo se misturam com a agua, impedindo que
as roupas sejam limpas através de simples imersao em solug¢do aquosa (Saisubramanian
et al., 2006). Quando um detergente ¢ colocado no sistema de lavagem, as suas
moléculas hidrofébicas e hidrofilas posicionam-se entre a gordura e a 4gua, impedindo
que a goticula gordurosa se prenda ao tecido e deste modo, possa ser retirada pelas

micelas (Gavrilescu & Christi, 2005).

Os detergentes comerciais simples podem conter até 17 componentes
(www.poupaclic.ig.com.br/materiais, 2007), cada qual com uma fungao especifica sobre
a limpeza de roupas (Tabela 03). Porém, os detergentes modernos apresentam um
espectro de acdo e de utilizacdo bastante amplo, havendo, conseqiientemente,
necessidade de especializa¢ao das formulacdes (Mittidieri et al., 2002). Por este motivo,
a industria de detergentes tem emergido como a maior compradora de varias enzimas
hidroliticas alcalinas em todo o mundo, com a finalidade de aplic4-las como aditivos
(Gavrilescu & Christ, 2005).

De um modo geral, estas enzimas sdo utilizadas tanto em formulacdes de
detergentes para limpezas especificas (remog¢do de manchas em lentes de contato e
proteses dentarias) assim como em detergentes para uso doméstico (Rao et al., 1988). A
principal vantagem da formulagdo de detergentes que contenha enzimas ¢ a substituicdo
ou redugdo de produtos céusticos, acidos e solventes toxicos, que agridem o meio
ambiente e que provocam o desgaste de materiais e de instrumentos (Vasconcelos et al.,

2006).
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Tabela 03- Principais componentes utilizados em formulagdes de detergentes simples

Componente

Descricdo/funcéo

Alquilbenzeno sulfonato

Agente sintético produzido com parafina retirada do petréleo.
Agente tensoativo que ao reduzir a incompatibilidade da agua
com a gordura, facilita a retirada da sujeira das roupas.

Sabao

Agente tensoativo a base de 6leo vegetal, presente em menor
propor¢do para evitar a producdo excessiva de espuma e
impedir o retorno da sujeira ao tecido.

Perborato

Agente de branqueamento, responsavel pela descoloragdo
dos tecidos.

Tripolifosfato

Fosfatos que neutralizam o calcario presente na 4gua mantém
o meio alcalino e impedem que a sujeira volte a fixar-se nos
tecidos, facilitando a ag@o dos tensoativos. Ainda apresentam
um efeito anticorrosivo e de estabilizagdo dos agentes
branqueadores.

Branqueador 6ptico

Molécula fosforescente que se deposita sobre o tecido,
emitindo luz azul quando exposta a radiagdo ultravioleta.
Com isto, causa a impressdo do algodao ser mais branco e
reduz o efeito de encardimento causado pela sujeira, quando
ela se fixa em outros pontos do tecido, durante a lavagem.

Perfume

Disfar¢a o0 mau cheiro dos demais componentes do produto.

(www.poupaclic.ig.com.br/materiais, 2007)

O uso de enzimas como aditivo de detergentes surge do fato de que estas

biomoléculas removem manchas especificas em roupas (Tabela 04). Dentre todas as

enzimas, no entanto, as proteases sao as enzimas mais utilizadas como aditivos uma vez

que a maioria das manchas tipicas de roupas contém residuos protéicos (Moreira et al.,

2002). A utilizagdo de celulases, contudo, ndo estd diretamente relacionada a remog¢ao

de manchas, mas sim a sua capacidade de hidrolisar fibras de celulose dos tecidos,

podendo, deste modo, serem aplicadas em formulacdes amaciantes de roupas (Rao et

al., 1998).
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Tabela 04 - Enzimas utilizadas como aditivos na industria de detergentes (modificado

de Awnar & Salleemuddin, 1998)

Enzima Residuo removido Exemplos de Manchas
Proteases Hidrolisam manchas contendo
residuos protéicos Ovo, suor, molhos de tomate
Amilases Hidrolisam manchas contendo
residuos de amido e outros Chocolate, sorvetes
carboidratos
Lipases Hidrolisam manchas contendo
residuos lipidicos Oleos, gorduras, maionese
Celulases Hidrolisam celulose presente nas (Sao utilizadas em
fibras do tecido formulacdes amaciantes)

A utilizacao de proteases como aditivo tem crescido substancialmente devido ao
fato de serem biodegradaveis, haver um aumento na razdo entre o desempenho do
detergente e o custo do processo quando estas biomoléculas sao usadas nas formulagdes
de detergentes (Saisubramanian et al., 2006).

A primeira preparagao de detergentes contendo proteases data de 1913 e
consistia em carbonato de sddio e extrato de pancreas (Rao et al., 1998). Somente a
partir da década de 60, proteases extraidas de microrganismos comecaram a ser
utilizadas (Maurer et al., 2004). Atualmente, a maioria das enzimas proteoliticas usadas
como aditivos de detergentes sdo serino-proteases produzidas por bactérias, embora as
metodologias aplicadas para sua obtencdo impliquem em um alto custo (Maurer, 2004).
Paralelamente, a utilizagdo de fungos ndo apresenta este problema, mas a necessidade
de ajustar o meio de fermentagdo e de crescimento para a produgdo das proteases ainda
¢ uma desvantagem da utilizacao desta fonte biologica (Gavrilescu & Christi, 2005).

As propriedades envolvidas na escolha de uma protease para a sua utilizacao
como aditivo de detergente incluem: (1) atividade em pH alcalino e a elevadas
temperaturas (Maurer et al., 2004), (2) estabilidade em presenca de agentes surfactantes
e oxidantes (Gupta et al., 1999), (3) eficiéncia na remocao de manchas em baixas
concentragdes em relagdo a concentragdo da solugdo de detergentes (Vasconcelos et al.,

2006), (4) especificidade a varios de substratos (Banerjje et al., 1999), e (5) que

22



Mendes, C. M. Avaliacdo da Estabilidade de Proteases de Intestino de ...

promovam o aumento do potencial de limpeza de um detergente em 30 a 40% (Moreira
et al., 2002).

Considerando que as suas caracteristicas suprem as exigéncias das indistrias de
detergentes, as proteases mais utilizadas como aditivos sdo subtilisinas obtidas de
bactérias do género Bacillus. Estima-se que, em 2003, a Unido Européia produziu e
utilizou cerca de 900 toneladas destas enzimas (Maurer, 2004).

Subtilisinas sdo proteases definidas como serino-proteases cuja seqiiéncia de
aminodcidos e estrutura tridimensional podem ser facilmente diferenciadas de outras
serino-proteases como quimiotripsina, carboxipeptidases e peptidases de Escherichia
coli. O sito ativo das subtilisinas consiste em acido aspartico, histidina ¢ serina, ¢ a sua
massa molecular varia entre 18 e 90 KDa, embora todas subtilisinas usadas na
formulagcdo de detergentes tenham massa molecular aproximada de 27 KDa (Wolff
&Wents, 1996). Outras importantes proteases utilizadas comercialmente com a mesma
finalidade sdo: “Subtilisins Carlsberg”, “Subtilisins BPN”, “Alcalase”, “Esperase” e
“Savinase T” (Maurer, 2004). Nos ultimos 30 anos, os estudos acerca de proteases
industriais cresceram consideravelmente, embora ainda ndo haja sucessores para as
proteases alcalinas versateis e universalmente aplicadas como aditivos de detergentes
como as substilisinas (Vasconcelos et al., 2006), mesmo considerando o custo elevado
de sua obtencdo. Alternativamente, proteases alcalinas de intestino de tambaqui
(Colossoma macropomum) apresentaram caracteristicas favoraveis a sua utiliza¢ao
como aditivos de detergentes comerciais, especialmente por serem estdveis na presenca
de agentes oxidantes e surfactantes (Espdsito, 2006).

A pesquisa de novas fontes de enzimas com as caracteristicas requeridas para
serem utilizadas com tal finalidade, tem-se tornado crucial para a sustentabilidade e
desenvolvimento das industrias de detergentes. Neste contexto, as proteases digestivas
de peixes representam uma nova perspectiva de enzimas a serem utilizadas,
considerando-se suas propriedades enzimaticas e a possibilidade de sua obtencdo a

baixo custo.
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2.5 Planejamento Estatistico

A atividade estatistica mais importante relacionada ao um determinado
experimento ndo ¢ analise dos dados mas sim o planejamento dos experimentos através
dos quais esses dados devem ser obtidos. Quando esta etapa ndo ¢ feita da forma
apropriada, o resultado ¢ uma quantidade enorme de dados (numeros) que dificulta a
construcao de conclusdes a cerca do que foi testado (Barros Neto et al., 2002).

Alguns modelos de planejamentos estatisticos sdo propostos com a finalidade de
se aperfeigoar o processo experimental em fungdo do objetivo do estudo. Planejamentos
fatoriais fracionarios, por exemplo, sao indicados quando se conhece pouco sobre as
variaveis relevantes a um determinado processo. Assim, este modelo permite realizar
uma triagem e descartar as varidveis ndo-significativas, ocasionando reduc¢do de custo e
de tempo destinado ao experimento. Apos a sele¢do das varidveis importantes, pode-se
avaliar quantitativamente a influéncia de cada variavel sobre a resposta de interesse,
bem como suas interacGes. Para obter-se este perfil, os planejamentos fatoriais
completos sdo indicados. Neste caso, a primeira etapa indicada é a determinagdo das
varidveis e as respostas de interesse para o sistema que se deseja avaliar.

Para executar um planejamento fatorial completo, é necessario especificar os
niveis em que cada varidvel serd estudada, ou seja, os valores das variaveis (ou as
versdes, nos casos qualitativos) que serdo empregados nos experimentos. Esta ¢ uma
etapa fundamental uma vez que um planejamento fatorial requer a execugdo de
experimentos para todas as possiveis combinag¢des dos niveis escolhidos para as
variaveis testadas. Costuma-se identificar os niveis das variaveis em superior ¢ inferior
com os sinais (+) e (-), respectivamente.

A obtengdo da estimativa do erro experimental associado a determinacdo de uma
resposta individual também ¢ imprescindivel a este modelo de planejamento, pois a
extensdo desse erro implica na avaliagdo da existéncia ou ndao de varidveis
estatisticamente significativas sobre a resposta analisada no experimento. Porém, para
evitar a ocorréncia de distor¢do estatistica nos resultados, ou seja, para impedir que
erros atipicos sejam obrigatoriamente associados a determinadas combinagdes de niveis,
os ensaios devem ser realizados em ordem totalmente aleatoria. No caso de
planejamentos fatoriais com muitas varidveis, podem-se escolher ensaios que
correspondam aproximadamente a toda faixa experimental estudada para se fazer as

repeticdes necessarias ao calculo do erro experimental.
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A analise das respostas obtidas apds a realizacdo de ensaios seguindo o
planejamento estatistico fatorial completo permite conhecer quais varidveis sao
importantes ao estudo em questdo e como elas podem interagir e influenciar a resposta
avaliada no experimento. Por ocasido da existéncia de interagdo entre variaveis, a
analise isolada de uma variavel torna-se erronea. Assim, os efeitos das varidveis devem
ser feitos interpretados conjuntamente para que a interacdo entre eles fique claramente
evidenciada. Atualmente j&4 existem programas computacionais especializados para
construcao de calculos e graficos a partir das respostas de um planejamento estatistico.

A utilizagdo desses métodos estatisticos foi recentemente utilizada para extracao
liquido-liquido de proteases em sistema de duas fases aquosas (PEG/Citrato) (Porto et
al., 2006), assim como para avaliacdo da eficiéncia de uma lipase produzida por

Aspergillus niger como aditivo de detergentes (Saisubramanian et al., 2006).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar a estabilidade das proteases de intestino de tilapia do Nilo como aditivo de

detergentes e testar sua utilizagdo experimental através de planejamento estatistico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

« Obter Extrato Enzimatico (EE), parcialmente purificado, de proteases de
intestino de tilapia do Nilo;

o  Caracterizar as proteases do EE quanto ao pH e temperatura 6timos, a sua
estabilidade em presenca de agentes surfactantes, agentes oxidantes e de ions
metalicos;

« Verificar a presenga de enzimas do tipo tripsina e quimiotripsina no EE através
de ensaios de inibi¢ao;

o  Determinar a melhor condi¢do experimental para utilizagdo das proteases do EE

como aditivo de detergentes com auxilio de planejamento estatistico.
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4. ARTIGO SUBMETIDO PARA PUBLICACAO NO PERIODICO CHEMICAL
PAPERS
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Intestine proteases of the Nile tilapia fish (Oreochromis niloticus) were partially
purified by heat treatment (yield of 103.41%; purification factor of 3.49) and presented
the maximum activity and stability within an alkaline pH range of 7.2 - 11.0. The

optimum temperature and stability, over a period of 120 min, were found to be at 55 °C



and at 35 - 45 °C, respectively. The proteases’ activity was increased about 15 % by 1
% (v/v) saponin surfactant, inactivated by 1 % (w/v) SDS after 120 min, and remained
stable for 30 min with 5 % and 10 % (v/v) hydrogen peroxide. The proteases were
slightly activated by Ca®", Mg®" and K’ ions and the substrate most effectively
hydrolysed was casein (40 U/mg). A 2* full factorial design used to evaluated the
influence of independent variables showed that the enzymatic extract, detergent
concentration and the incubation time, all had a significant influence on enzymatic
activity. The best condition to be used as detergent additive was found with 0.229
mg/mL of protein, 3.0 mg/mL of detergent for 30 min in the presence of Astrus®

detergent.

Keywords: Protease, Nile tilapia, Laundry detergent, Surfactant, Oxidizing agents

Introduction

Proteases account for nearly 60 % of the total world-wide enzymes sales and,
from an industrial point of view, represent one of the most important classes of enzymes
(Joo & Chang, 2006). The utilization of these bio molecules has been described for
animal feed processes, silk degumming, peptide synthesis (Joo & Chang, 2006), leather
processing (George et al., 1995), food processing (Rao et al., 1998) and decomposition
of gelatin on X-ray films (Kumar & Takagi, 1999). Among these applications, alkaline
proteases are particularly suitable for the detergent industry because of their stability at
high pH and temperature, and activity in the presence of different oxidizing agents and
surfactants (Sana et al., 2006).

Their presence in formulations increases cleaning performance (Vasconcelos et

al., 2006). The use of enzyme-based detergent is preferred over the synthetic catalysts



due to their better cleaning properties, lowering of washing temperatures
(Saisubramanian et al., 2006) and decreases the pollution load (Moreira et al., 2002).

The majority of detergent proteases are subtilisins, serine-proteases produced by
several Bacillus strains (Maurer, 2004). However, the increasing demand for proteases
and low costs of production (Joo & Chang, 2006) has led to explore new and cheaper
sources of alkaline proteases (Sana et al., 2006).

One of the main digestive proteinases detected in the pyloric caeca and intestine
of fish is the trypsin (EC 3.4.21.4), a member of a large family of serine proteinases
which specifically hydrolyse proteins and peptides at the carboxyl group of arginine and
lysine residues and plays a critical role in protein digestion (Kishimura et al., 2007).
Because of their potential industrial use, trypsins and trypsin-like serine proteinases
have been isolated from different species of fish including mandarin fish (Siniperca
chuatsi) (Lu et al., 2008), walleye pollock (Theragra chalcogramma) (Kishimura et al.,
2008), spotted goatfish (Pseudopeneus maculates) (Souza et al., 2007), jacopever
(Sebastes schlegelli) and elkrrorn sculpin (Alcichthys alcicornis) (Kishimura et al.,
2007), tambaqui (Colossoma macropomum) (Bezerra et al., 2001) and carp (Ciprinus
carpio) (Cohen et al., 1981).

Recently, intestine of common carp (Ciprinus carpio) was proposed as a source
of alkaline proteases (Esposito et al., 2009b) and the compatibility of proteases from
tambaqui (Colossoma macropomum) viscera with commercial laundry detergents was
also studied (Espdsito et al., (2009a). Nile tilapia fish (Oreochromis niloticus) is one of
the most important species for Brazilian aquaculture with an annual production of about
71,000 tons (IBAMA, 2008). Discarded in large amounts, the viscera of this fish could

also provide another source of alkaline proteases for detergent additive.



With the proper statistical design, the significant effects can be identified from a
minimum number of experiments (Cavalcanti et al., 2006). Moreover statistical design
was described as a satisfactory tool to evaluate the efficiency of a lipase from
Aspergillus niger as detergent additive (Sana et al., 2006) and is a very widely used tool
for process optimization and control (Cavalcanti et al., 2006). In this work are described
the characteristics and stability of digestive proteases from the Nile tilapia fish and

evaluated, with a statistical approach, their suitability for use as a detergent additive.

Experimental
Material
Oreochromis niloticus specimens were obtained from the Estagdo de Aquicultura
Continental Professor Jokei Koike at the Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Recife-PE, Brazil. All reagents were of an analytical grade purchased from Sigma (St.
Louis, MO, USA) and Merck (Darmstadt, Germany). The commercial laundry
detergents Ala® (Gessy Lever Ltd.), Bem-te-vi® and Astrus® (both from Asa Ltd.) were

obtained from local domestic sources.

Preparation of enzymatic extract (EE)

The fishes were transported alive to the laboratory. Intestines were collected
(immediately dissected after being killed in an ice bath) and homogenised in 150 mM
NaCl (40 mg/mL) and centrifuged (10,000 x g, 10 °C, 10 min). The supernatant
obtained was submitted to heat treatment (45 °C, 30 min) and centrifuged (10,000 x g, 4
°C, 10 min) according to Bezerra et al. (2001). The final supernatant was termed

Enzymatic Extract (EE).



Enzymatic activity and protein determination

Proteolytic activity was determined using 1 % (w/v) azocasein as substrate in 0.2
M Tris-HCI buffer, at pH 8.2 and 25 °C according to Leighton et al. (1973). One unit of
enzymatic activity (U) was defined as the amount of enzyme that produces an increase
in optical density of 1.0 at 440 nm after 1 h and expressed as U/mL. The protein
concentration was spectrophotometrically determined according to Bradford (1976),
with bovine serum albumin as standard. The specific activity was calculated as the ratio
between the enzymatic activity (U/mL) and the total protein concentration in the sample

(mg/mL) and expressed as U/mg.

Effect of pH and temperature on activity and stability of enzyme

The proteolytic activity was determined at different values of pH (5.8 — 11.0)
using different types of buffer system according to their pKa value and at several
temperatures (25-75 °C). The EE was incubated with 1 % (w/v) azocasein for 1 h and
proteolytic activity was determined as described above. The effect of pH and
temperature on the stability of the enzyme was studied by incubating the EE for 30, 75
and 120 min with each buffer and at each temperature and then the enzymatic activity

was measured.

Effect of oxidizing agents and surfactants

The stability of proteases in the presence of oxidizing agents and ionic (saponin
and sodium choleate) and anionic (tween 20, tween 80 and SDS) surfactants was
analyzed by incubating the samples of EE (1:1 v/v) with hydrogen peroxide at
concentrations of 5 %, 10 % and 15 % (v/v) and with 1 % (w/v) saponin, sodium

choleate, SDS, 1 % (v/v) tween 20 and tween 80, respectively, at 45 °C for 120 min.



Aliquots were collected at 30, 75 and 120 min for determination of proteolytic activity
as previously described and compared with the enzymatic activity without any oxidizing

agent or surfactants (100 % of activity).

Effect of metallic ions

The assays were performed using several sources of metallic ions (1 mM):
CaCl,.2H,0, MgCl,, KCI1. The enzymatic activity was determined in 0.2 M Tris-HCI
buffer, at pH 8.2 and 25 °C. The value of enzymatic activity without metallic ions was

taken as 100 %.

Specificity of enzyme on various protein substrates

The assays were performed according to Pokorny et al. (1979) modified, using
the following protein substrates: haemoglobin, casein, ovalbumin and bovine serum
albumin prepared in 0.2M Tris-HCI buffer, pH 8.2. To 1.0 mL of 1 % bovine serum
albumin or 1 % (w/v) haemoglobin was added 0.5 mL of EE, incubated at 37 °C for 10
min. Using 1 % (w/v) casein or ovalbumin, 5.0 mL of each substrate and 0.5 mL of EE
were incubated at 40 °C for 10 min. The different reactions were terminated with
addition of 2.0 mL 10 % of trichloroacetic acid (TCA) and then centrifuged at 5,000 x g
for 5 min. One unit of enzymatic activity (U) was defined as the amount of enzyme that
produced an increase in optical density of 0.1 at 280 nm after 1 h and expressed as
U/mL. The specific activity was calculated as the ratio between the enzymatic activity

(U/mL) and the total protein in the sample (mg/mL) and expressed as U/mg.



Experimental design and statistical analysis

The influence of independent variables namely enzymatic extract, detergent
concentration, commercial detergent type and incubation time, on the enzymatic activity
was evaluated. The results were obtained from a 2* full factorial design (Table 1). The
central point was run in quadruplicate to allow the estimation of pure experimental error

(Barros et al., 2002).

Table 1 — Values of independent variables used in 2* full factorial design.

Level
Variables
Lower (-1) Central (0) Higher (+1)
1. Extract concentration (mg/mL) 0.095 0.144 0.299
2. Detergent concentration (mg/mL) 3.0 7.0 11.0
3. Commercial detergent Ala® Bem-te-vi® Astrus”
4. Incubation time (min) 30 75 120

In this evaluation, the commercial laundry detergents Ala® (Gessy Lever Ltd.),
Bem-te-vi® and Astrus”® (both from Asa Ltd.) were used without enzyme addition. The
EE was randomly incubated in each detergent solution (prepared in distilled water) at
45°C. At established time intervals 150 pl samples were collected for determination of
proteolytic activity at 25°C (Leighton et al., 1973). The statistical analysis was carried
out by variance analysis (ANOVA) with p < 0.05. All statistical and graphical analyses

were carried out with the Statistica 6.1 program (StatSoft, Inc. 2002).



Results and discussion
Enzymatic extract (EE)
High levels of protease activity (103.41 %) and purification factor (3.49) were
achieved after heat treatment. The activity (11.52 U/mL) shown by EE proteases is
similar to those described for intestine proteases from Spotted Goatfish (P. maculatus)

and Crevalle Jack (Caranx hippos) (Alencar et al., 2003).

Effect of pH and temperature on activity and stability enzyme

The EE proteases presented the maximum activity within an alkaline pH range of
7.2-11.0 (Figure 1A) and were stable within this pH range (Figure 1B) over a period of
120 min.

Similar results have also been described for proteases from the intestine and
pyloric caeca of crevalle jack (C. hippos), spotted goatfish (P. maculatus), parrotfish
(Sparisoma sp.), traira (Hoplias malabaricus) (Alencar et al., 2003), hybrid tilapia
(Tilapia nilotica/aurea) (EI-Shemy & Levin, 1997) and mullet (Mugil cephalus)
(Guizani et al., 1991) although, alkaline proteases from tambaqui (C. macropomum)
intestine were reported to be stable at higher pH range (10.0-12.5) (Espésito et al.,
2009a).

The optimum proteolytic activity of EE proteases was observed at 55 °C (Figure
1C), while the maximum thermal stability, over a period of 120 min, was found between
35 °C and 45 °C (Figure 1D). Digestive proteases from tropical fishes often have high
optimum temperatures (Bezerra et al., 2001; Castillo-Yafiez et al., 2005; Souza et al.,
2007) and similar thermal stability profiles (Alencar et al., 2003; El-Shemy & Levin,
1997; Kishimura et al., 2008). This could be a result of the adaption of these fishes to

tropical conditions since fish species adapted to cold water have higher enzymatic



activity at low temperature and relatively lower thermal stability (Kishimura et al.,

2008).
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Figure 1 — Effect of pH and temperature on proteolytic activity of proteases from Nile
tilapia intestine. (A) pH effect on activity and (B) pH effect on stability. Proteolytic

activity was assayed using 1% (w/v) azocasein at 25 °C for 1 h. The different buffer
solutions used were (0.2 M): Sodium phosphate pH 5.8 (¢) and 6.6 (); Tris-HCI pH 7.2
(m), pH 8.2 (A) and pH 9.0 (0); Glycin-NaOH pH 10.2 (®) and 11.0 (¢). (C)
Temperature effect and (D) thermal stability. Proteolytic activity was evaluated at 25 °C
(), 35 °C (m), 45 °C (A), 55 °C (@), 65 °C and 75 °C (o) for 1 h using 1% (w/v)
azocasein at pH 8.2. Each data point is an average of three experiments and the error

bars show the standard deviation.

Effect of surfactants and oxidizing agents

The stability of EE proteases, over a period of 120 min, is illustrated in the Figure
2A. In the presence of tween 20 and sodium choleate the EE proteases retained about 70
% of its activity and were stimulated by about 15 % by saponin. The surfactant SDS
was the only agent we found that was capable of inactivating them.

The stability of intestine proteases from tambaqui (C. macropomum) have also
been assayed in the presence of these compounds but over a period of 60 min and
presented the similar results, including the strong effect of SDS in protease denaturation
(Esposito et al., 2009a), and proteases from Cyprinus carpio, over the same period of 60
min, were also stimulated by tween 20 and 80 (Esposito et al., 2009b). The analysis of
the proteases’ compatibility with these components is important because blended
surfactants and oxidizing agents comprise 34 % of the total detergent formulation

weight (Vasconcelos et al., 2006).
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Figure 2 — (A) Effect of surfactants on proteolytic activity of proteases from Nile tilapia
intestine. The EE was incubated with Saponin (a), Tween 20 (m), Tween 80 (A),
Sodium Choleate (®) and SDS (0) surfactant (1.1 v/v or w/v) at 45° C for 120 min. (B)
Inhibition curve of proteases from Nile tilapia intestine by hydrogen peroxide. The EE
was incubated with 5 % H,O, (m), 10 % (A) and 15% (®) (1:1 v/v) at 45° C for 120
min. The proteolytic activity was determined using 1% (w/v) azocasein at pH 8.2 at
25°C and compared with control enzymatic sample-EE (o). Each data point is an

average of three experiments and the error bars show the standard deviation.



The effects of oxidizing agents are illustrated in Figure 2B. About 65 % of the
initial enzymatic activity was retained after 30 min of incubation in the presence of 5
and 10 % (v/v) hydrogen peroxide, and with the concentration of 15 % there was
retention of 43 % of the initial activity. After 75 min of incubation the proteases lost on
average 83 % of activity in all concentrations tested in this work.

Under the same conditions, intestinal proteases from tambaqui (C. macropomum)
were more stable and retained about 50 % of activity after 75 min (Esposito et al.,
2009a). The oxidation-stability in most of the commercial proteases, such as Durazym,
Maxapem and Purafect has been introduced through site-directed mutagenesis (Outtrup
et al., 1995) and protein engineering techniques (Wolff & Wentes, 1996), or has been

achieved by techniques of enzymes immobilization (Vasconcelos et al., 2006).

Effect of metal ions and substrate specificity

The EE proteases’ activity was slightly activated by Ca®" (110.09 % + 0.45) Mg**
(112.11 % + 0.15) and K" (104.75 % =+ 0.22) ions. Similar results involving the effect of
calcium on fish trypsin have been identified in common carp (Cao et al., 2000), tuna
(Klomklao et al., 2004), true sardine and arabesque greenling (Kishimura et al., 2006).
In the presence of Mg®" ions, two trypsins from mandarin fish were also activated (Lu et
al., 2008), while trypsin-like proteases from spotted goatfish were slightly suppressed
by Mg*", Ca*"and K" (Souza et al., 2007).

The ability to hydrolyse different protein substrates is one of the criteria used to
assess the potential effectiveness of a protease as a laundry detergent additive (Moreira
et al., 2002). The substrate most hydrolysed by EE proteases was casein (40 U/mg),
followed by azocasein (38.52 U/mg), haemoglobin (32 U/mg), ovalbumin (22 U/mg)

and BSA (14 U/mg). Other proteases used as detergent additives have similar hydrolysis



profiles (Moreira et al., 2002). The broader specificity of the proteases from EE would
make them useful for detergent formulations against a wide variety of stains, such as

blood and egg.

Statistical design for application of protease as detergent additive

Table 2 shows the results of the assays and the Figure 3A the significance level
of each tested variable and their interactions in decreasing order of magnitude. Extract
concentration (1) was the most significant positive effect. The negative effect of
detergent concentration (2) was the next most significant variable, followed by the
negative effect of incubation time (4). This means that the low detergent concentration
(3.0 mg/mL) and incubation time (30 min) favoured the protease activity. The positive
effect of commercial detergent (3) means that the higher tested level (Table 1) of this
variable (Astrus® detergent) was favourable on the same response.

The interaction (1 by 2, figure 3A) between extract concentration (1) and
detergent concentration (2) showed a negative effect, which favours the response when

the first increase and the second decrease (figure 3B).



Table 2 — Selected conditions and results of 2* full factorial design for evaluation of EE

proteases as a detergent additive.

Run Extract Detergent Commercial Incubation Enzymatic
concentration  concentration detergent time activity
(mg/mL) (mg/mL) (min) U)
1 0.095 3.0 Ala"” 30 1.96
2 0.299 3.0 Ala" 30 6.26
3 0.095 11.0 Ala® 30 0.33
4 0.299 11.0 Ala" 30 1.83
5 0.095 3.0 Astrus® 30 2.63
6 0.299 3.0 Astrus® 30 791
7 0.095 11.0 Astrus® 30 1.13
8 0.299 11.0 Astrus® 30 3.44
9 0.095 3.0 Ala" 120 1.77
10 0.299 3.0 Ala® 120 4.49
11 0.095 11.0 Ala"” 120 0.00
12 0.299 11.0 Ala" 120 1.55
13 0.095 3.0 Astrus® 120 2.17
14 0.299 3.0 Astrus® 120 4.88
15 0.095 11.0 Astrus® 120 0.00
16 0.299 11.0 Astrus® 120 2.31
17 (C) 0.144 7.0 Bem-te-vi® 75 0.76
18 (C) 0.144 7.0 Bem-te-vi® 75 0.67
19 (C) 0.144 7.0 Bem-te-vi® 75 0.64

20 (C) 0.144 7.0 Bem-te-vi® 75 0.58




The positive interaction (2 by 4, figure 3A) between detergent concentration (2)

and incubation time (4) indicates that a decrease in both variables enhances the protease
activity. On the other hand, the increase of extract concentration (1) and the Astrus®

detergent (Table 1, higher level) show a positive effect on protease activity.
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Figure 3 — (A) Pareto bar chart for the effects of variables extract concentration (1),
detergent concentration (2), detergent (3) and incubation time (4) on activity of EE
proteases. The extension of bars across the vertical dotted line (p = 0.05) represent the
dimensions of significance. Pure error = 0.005625. (B) Cubic graphic representation of
the relations among extract concentration, detergent concentration and incubation time

on activity of EE proteases.

Due to the larger effect of extract concentration and the detergent concentration
on EE protease activity, the interaction between them and incubation time is also
illustrated in Figure 3B.

The best results (6.26 and 7.91 U, runs 2 and 6, respectively, Table 2) were
obtained when the experimental system was composed of 0.229 mg/mL of protein and
3.0 mg/mL of detergent concentration with the incubation period of 30 min especially in

Astrus® detergent.

Conclusions
The experimental design proved to be suitable for this study. EE proteases were
found to be alkaline, with a high optimum temperature, thermo-stable and detergent-
compatible additive. The best condition to be used as detergent additive was found with
0.229 mg/mL of protein, 3.0 mg/mL of detergent for 30 min in the presence of Astrus®
detergent. Nile tilapia viscera could therefore provide another and abundant source of
alkaline proteases for industry and other biotechnological application, giving an

appropriate use for this fish residue.
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5. CONCLUSOES

« Proteases de intestino de Tilapia do Nilo foram parcialmente purificadas através de
tratamento térmico, apresentando fator de purificacdo de 3,49 e rendimento em

atividade de 103,41%;

. As proteases parcialmente purificadas sdo alcalinas e estaveis na faixa de pH 7,2-11.

o Possuem elevada temperatura 6tima e estabilidade térmica a 35°C e 45°C por

120mim;

. Sdo ativadas em solugdo de Saponin 1% (p/v), fons Ca’* ¢ Mg*" ¢ inibidas em

presenca de SDS 1% (v/v);

« Sao estaveis em presenga de peroxido de hidrogénio 5 e 10% (v/v) por 30 minutos;

« O planejamento estatistico utilizado pode ser considerado satisfatorio para a analise
da melhor condigdo experimental de utilizagdo das proteases de tilapia do Nilo como

aditivos de detergentes;

« De acordo como o modelo estatistico, todas as variaveis testadas apresentaram

impacto significante sobre a atividade enzimatica das proteases.

« A melhor condi¢do para utilizagdo das proteases como aditivos de detergentes &
obtida com extrato enzimatico (0,229 mg.mL" de proteina) e solugdo do detergente

Astrus® (3.0mg.mL™), por 30 min.

. Intestinos de tildpia do Nilo representam uma fonte alternativa de proteases com

importancia biotecnologica.
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