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Resumo

Introducdo: Enzimas proteoliticas ou proteases catalisam a quebra das ligacdes peptidicas em
proteinas, possuem importante papel em processos fisiologicos. As proteases constituem um
dos mais importantes grupos de enzimas industriais representando aproximadamente 60% do
total de enzimas comercializadas no mundo. As proteases termoestaveis produzidas por
microrganismos do género Bacillus s&o o grupo mais importante de enzimas produzidas e
representa cerca de 20% do total de enzimas comercializadas no mundo. Na industria
farmacéutica, as proteases sdo usadas em pomadas cicatrizantes e tém um uso potencial para
outros medicamentos. Objetivos: O presente trabalho tem como objetivos isolar e identificar
as bactérias proteoliticas do ambiente amazbnico e também caracterizar o melhor
funcionamento na utilizagdo da enzima. Metodologia: O isolamento das bactérias foi
realizado com choque térmico, semeadas em Agar gelatina-leite e incubadas a 37°C por 24
horas. As bactérias protease-positiva foram purificadas e identificadas. Os Bacillus foram
reativados em caldo nutritivo, a 37°C/24h em um pré - in6culo, aliquotas de 1000 pumL foram
inoculadas em 4 mL de Solugcdo de Manachini, pH 7,0, adicionada de gelatina 1%. Para a
determinacdo da atividade proteolitica, 150 puL do extrato bruto com 1,5 mL de caseina
2,0%(p/v), 1,0 mL de Tampao Fosfato 0,15M, pH 7,5 e 0,5mL de solucdo enzimatica foram
incubadas a 30°C/30 min. A reacdo foi paralisada com 3,0 mL de solucdo 0,4M de TCA,
filtrada em membrana 0,22 um, com espectrofotometria a 280 nm. O pH 6timo das proteases
serd determinado em diferentes valores de pH utilizando as seguintes solucbes tampdes:
solucgéo tampéo citrato 0,2 M (pH 4 e 6); solucdo tampéo fosfato 0,2M ( pH 7 e 8) e solucdo
tampé&o Tris HCI 0,2 M (pH 9) incubados a temperatura ambiente por 1 hora. Para avaliar o
efeito da temperatura na atividade proteolitica, o sistema de reacdo e o branco foram
realizados em triplicata e incubados nas temperaturas de 25°C, 37°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C

e 80°C por 1 hora e depois determinada a atividade enzimatica. Resultados e Conclusédo: Das
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coletas realizadas, foram isoladas 37 bactérias e dentre estas 21 identificadas do género
Bacillus. Foram selecionadas para as etapas posteriores 8 isolados que obtiveram seu pz
menor que 0,4. Entre as selecionadas, o B. firmus foi o que apresentou maior quantitativo de
producdo de protease (0,950 U/mL), seu pH o6timo foi 0 7 e seu pH na estabilidade enzimatica
foi 0 4, ja sua temperatura 6tima foi a de 37°C e sua temperatura na estabilidade enzimatica

foi a de 25°C.

Palavras-chave: Ambiente amazonico, atividade enzimatica, Bacillus, bactéria, protease.



Abstract

Introduction: Proteolytic enzymes or proteases catalyze the cleavage of peptide bonds in
proteins, they play an important role in physiological processes. Proteases constitute one of
the most important groups of industrial enzymes representing approximately 60% of the total
enzyme marketed worldwide. The thermostable proteases produced by microorganisms of the
genus Bacillus are the most important group of enzymes produced and represents about 20%
of the enzymes marketed worldwide. In the pharmaceutical industry, proteases are used in
healing ointments and have a potential use for other drugs. Objectives: This study aims to
isolate and identify proteolytic bacteria from the Amazon environment and also characterize
the better use of the enzyme. Methodology: The isolation of bacteria was carried out with
heat shock, plated on gelatin-milk agar and incubated at 37 ° C for 24 hours. Protease-positive
bacteria were purified and identified. The Bacillus were reactivated in nutrient broth at 37 °
C/24h on a pre - inoculum, aliquots of 1000 umL were inoculated in 4 mL of Manachini
solution, pH 7.0, 1% gelatin added. For the determination of proteolytic activity, 150 mL of
crude extract with 1.5 mL of 2.0% casein (w / v), 1.0 mL of 0.15M phosphate buffer, pH 7.5
and 0.5 mL enzyme were incubated at 30 ° C/30 min. For the determination of proteolytic
activity, 150 mL of crude extract with 1.5 mL of 2.0% casein (w / v), 1.0 mL of 0.15 M
phosphate buffer, pH 7.5 and 0.5 mL enzyme were incubated at 30 ° C/30 min. The reaction
was stopped with 3.0 mL of 0.4 M TCA, filtered through a membrane 0.22 pm with
spectrophotometry at 280 nm. The optimum pH of protease will be determined at different pH
values using the following buffer solutions: 0.2 M citrate buffer (pH 4 and 6), 0.2 M
phosphate buffer (pH 7 and 8) and Tris HCI buffer 0 2 M (pH 9) incubated at room
temperature for 1 hour. To evaluate the effect of temperature on proteolytic activity, the

reaction system and white were performed in triplicate and incubated at temperatures of 25°C,
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37°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C and 80°C for 1 hour and then determined the enzyme activity.
Results and Conclusion: Of the samples taken, 37 were isolated and from these 21 were
identified of the genus Bacillus. Were selected for the later stages 8 isolates thad obtained
their pz lower than 0.4. Among the selected, the B. firmus showed the largest amount of
production of protease (0.950 U / mL), its optimum pH was 7 and pH stability enzyme was 4,
its optimum temperature was 37°C and temperature stability enzyme was 25°C.

Key-words: Amazon environment, Bacillus, enzymatic activity, bacteria, protease.
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1. Introdugéo

Enzimas proteoliticas ou proteases catalisam a quebra das ligacOes peptidicas em
proteinas, possuem importante papel em processos fisiologicos. As proteases constituem um
dos mais importantes grupos de enzimas industriais representando aproximadamente 60% do
total de enzimas comercializadas no mundo (RODARTE, 2005; RAO, 1998). As proteases
termoestaveis produzidas por microrganismos do género Bacillus sdo o grupo mais
importante de enzimas produzidas e representa cerca de 20% do total de enzimas
comercializadas no mundo. (BEG, 2002; BEG, 2003; NASCIMENTO, 2007).

Na industria farmacéutica, as proteases sao usadas em pomadas cicatrizantes e tém um
uso potencial para outros medicamentos. Proteases hidrolisam as proteinas em peptideos e
aminoacidos, facilitando a sua absorc¢do pelas células; devido a seu papel despolimerizante, as
enzimas extracelulares tém um papel importante na nutricdo, também estdo envolvidas em
processos bioldgicos essenciais, como a coagulacdo sanguinea, morte celular e diferenciacdo
de tecidos. Vérias etapas proteoliticas importantes ocorrem no mecanismo invasivo de
tumores, assim como no ciclo de infeccdo de um grande nimero de virus e microrganismos
patogénicos. Estes fatos tornam as proteases um alvo quimioterapico valioso para o
desenvolvimento de novos compostos farmacéuticos. As proteases tém também uma
variedade de aplicacBes principalmente na industria de detergentes e de alimentos. Tendo em
vista 0s recentes acordos mundiais para uso de tecnologias ndo poluentes, as proteases
comecaram a ser usadas em larga escala no tratamento do couro, em substituicdo aos

compostos toxicos e poluentes ate entdo usados. (RAO, 1998).



2. Justificativa

Proteases sdo encontradas em varios microrganismos, como Vvirus, bactérias,
protozoarios, leveduras e fungos (RODARTE, 2005; LUNA, 2002; POZA, 2001; RAO,
1998). A impossibilidade das proteases de plantas e animais atenderem a demanda mundial de
enzimas tem levado a um interesse cada vez maior pelas proteases de origem microbiana. Os
microrganismos representam uma excelente fonte de proteases devido a sua grande
diversidade bioquimica e facilidade de manipulacdo genética. Proteinas sdo degradadas por
microrganismos, que utilizam os produtos de degradacdo como nutrientes para 0 Sseu
crescimento. A degradacdo € iniciada por proteinases (endopeptidases) secretadas pelos
microrganismos, seguida de hidrélise posterior por peptidases (exopeptidases) em um sitio

extra ou intracelular.

Numerosas proteinases sao produzidas por microrganismos distintos, dependendo da
espécie, ou mesmo por diferentes cepas de uma mesma espécie. Entre as fontes naturais de
proteases, 0S microrganismos representam um recurso renovavel atrativo por que podem ser
cultivados por métodos fermentativos, em larga escala, em tempo relativamente curto. Além
disso, proteinas microbianas tém longo prazo de validade e podem ser armazenadas em
condicBes ideais por longo periodo, sem perda significativa da atividade. (RAO, 1998;

SILVA, 2003).

Os microrganismos apresentam uma imensa diversidade genética e desempenham
fungdes Unicas e cruciais na manutencdo de ecossistemas, como componentes fundamentais

das cadeias alimentares e ciclos biogeoguimicos (CANHOS, 2001; BRAGA, 2009).
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Manfio (1998) ressalta que grande parte dos avancos da biotecnologia moderna e
agricultura sdo derivadas das descobertas recentes nas areas de genética, fisiologia e

metabolismo.

Na natureza grande parte da atividade necessaria para o aproveitamento da matéria
organica € realizada por microrganismos. Tais microrganismos representam excelente fonte
de enzimas devida a facilidade de manipulacdo genética e a ampla diversidade bioquimica

(NEVES, 2006).

Pelos trabalhos analisados, tem sido observado que as proteases estdo amplamente
distribuidas entre microrganismos. Segundo Rao (1998) proteases de origem microbiana sao
preferidas as enzimas de plantas e animais, uma vez que elas possuem a maioria das

caracteristicas desejadas para aplicacdo em biotecnologia.

3. Objetivos

e Isolar bactérias proteoliticas de ambiente amazénico;
e Identificar as bactérias isoladas produtoras de enzima proteolitica de ambiente
amazonico;

e Caracterizar o melhor funcionamento na utilizacdo da enzima.

11



4. Materiais e Métodos

4.1 Isolamento de bactérias proteoliticas de amostras de solo
O isolamento e selecdo das bactérias proteoliticas, nesta pesquisa foram analisados 30

amostras de solo. Um grama de todas as amostras de solo foi adicionado em tubo de ensaio de
16,5 mm x 150 mm e serd submetido a choque térmico, 80°C por 12 minutos, em seguida
colocado em banho de gelo por 5 minutos (SARAIVA, 2007). Posterior a esse tratamento,
100 pL foram semeadas em placas de Petri, medindo 100 x15 mm, contendo Agar gelatina-
leite em seguidas incubadas a 37°C por 24 horas. (PATEL, 2005).

4.2 Producdo de Protease em meio sélido

Transcorrido o periodo de incubacdo supracitada, foi analisado o comportamento do
crescimento bacteriano. A presenca de halo hialino ao redor da col6nia foi considerada
positiva para atividade proteédsica. Para confirmar a hidrélise do leite e a producdo de
metabdlitos &cidos e alcalinos contidos no leite, na placa contendo o crescimento bacteriano
foi adicionada uma solucédo de cloreto de mercurio acidificada, durante 10 minutos e apos a
retirada da solucdo, para verificar hidrolise verdadeira. Observando-se a reducdo do halo,
indica que o leite ndo foi digerido, e ocorrendo a intensificacdo do halo transparente, significa
hidrdlise verdadeira (FERNANNDES, 2005).

4.3 Purificagdo e manutencgéo dos isolados

As bactérias protease-positiva foram purificadas em agar nutritivo para posterior
identificacdo segundo a metodologia citada por Barrow e Feltham (1999). Todos os isolados
foram mantidos sob refrigeracdo, no Laboratorio de Microbiologia, do Departamento de
Parasitologia, da Universidade Federal do Amazonas.

Foi realizado também o calculo do PZ para que se determinasse a atividade enzimatica da

bactéria, que consiste na razao entre o didmetro da colonia e o diametro do halo. As bactérias
12



selecionadas foram aquelas com PZ menor que 0,4, pois quanto mais o PZ se aproxima de
zero, maior € a sua atividade enzimatica.

4.4 Producdo de proteases em meio liquido

Dos cultivos foi retirado 1000 umL para inoculacédo frasco de Erlenmeyer contendo 40
mL de Solucdo de Manachini, pH 7,0, adicionada de gelatina 1% (FERNANDES, 2005) . A
fermentacio foi conduzida em agitador orbital, a 120 rpm, a 37°C por 24 horas. O
sobrenadante foi separado da biomassa por filtragdo a vacuo e submetido a analise
proteolitica.

Os Bacillus protease-positiva identificados foram reativados em caldo nutritivo, a 37°C
por 24 horas dos quais foram, individualmente, retirados 1000 pumL para inoculacéo frasco
de Erlenmeyer contendo 40 mL de Solucdo de Manachini, pH 7,0, adicionada de gelatina
1%. A fermentacio foi conduzida em agitador orbital, a 120 rpm, a 37°C por 24 horas. O
sobrenadante foi separado da biomassa por filtracdo sob vacuo e submetido a analise
proteolitica (FERNANDES, 2005).

4.5 Determinacdo da atividade proteolitica

Para determinacdo da atividade proteolitica foi utilizado 150 puL do extrato bruto e
como substrato 1,5 mL caseina 2,0% (m/v), em 1,0 mL de Tampdo Fosfato 0,15 M, pH 7,5 e
0,5mL de solucdo enzimatica incubada a 30°C por 30 minutos. A reacdo foi paralisada pela
adicdo de 3,0 mL de solucdo 0,4 M de acido tricloroacético (TCA), seguida de filtracdo em
membrana 0,22 pm. A absorbancia do filtrado foi determinada a 280 nm (FLEURI,;
SATO,2008).

Uma unidade de atividade proteolitica foi definida segundo Leigton (1973), como a
quantidade de enzima necessaria para produzir uma variacdo de absorbancia igual a 1 em 60
minutos, sendo expressa em U/mL. A atividade da protease especifica é calculada pela razéo

entre a atividade proteésica total e a quantidade de proteina contida em 1000 uL. das amostra
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(U/mg). Foi preparado um tubo branco para cada amostra, com adicdo de TCA antes da
adicdo da enzima. (FLEURI; SATO,2008).

4.6 Efeito do pH na atividade e na estabilidade

O pH o6timo das proteases sera determinado em diferentes valores de pH utilizando as
seguintes solucbes tampdes: solugdo tampéo citrato 0,2 M ( pH 4 e 6); solucdo tampdo fosfato
0,2M ( pH 7 e 8) e solucdo tampao Tris HCI 0,2 M (pH 9) incubados a temperatura ambiente
por 1 hora . Para os ensaios de estabilidade ao pH a solucdo da enzima sera incubada nos
diferentes tamp@es citados acima. O tempo de incubacdo das amostras sera de 0 a 90
(15,30,45,60,75,90) minutos para cada faixa de pH, determinando-se atividade enzimatica a
cada 15 minutos (CAVALCANTI, 2004).

4.7 Efeito da temperatura na atividade enzimatica

Para avaliar o efeito da temperatura na atividade proteolitica, o sistema de reacdo e o
branco serdo realizados em triplicata e incubados nas temperaturas de 25°C, 37 °C, 40 °C,
50°C, 60°C, 70°C e 80 °C por 1 hora e depois determinada a atividade enzimatica. Para 0s
ensaios de estabilidade o extrato enzimatico sera incubado nas temperaturas (25 °C, 37 °C,
40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C e 80 °C) e o tempo de incuba¢do das amostras sera de 0 a 90
minutos para cada temperatura, determinando-se atividade enzimatica a cada 15 minutos

(CAVALCANTI, 2004).

14



5. Resultados

Foram realizadas coletas de solo amazonico, no solo do Campus Universitério da
Universidade Federal do Amazonas. Das 30 coletas realizadas, foram isoladas 37 bactérias,
com presenca de Halo hialino ao redor da col6nia, apds semeadura em placas contendo agar
leite-gelatina e incubacéo a 37°C por 24 horas. Apds os critérios de selegdo serem aplicados,
das 37 bactérias isoladas, somente 21 bactérias foram selecionadas, por serem do género
Bacillus (Tabela 1). Destas foram selecionadas para as etapas posteriores 8 isolados que
apresentaram atividade enzimatica (Pz) inferior a 0,4 que segundo Santos et al. (2009)
apresenta producéo fortemente positiva. As bactérias selecionadas foram: 2 col6nias de
Bacillus firmus e B. pumilus, as demais com uma colonia de B. anthracis; B. megaterium; B.
thurigiensise e B. brevis. Sendo o B. firmus(1) o que apresentou maior quantitativo de

producdo de protease (0,950 U/mL) (Tabela 2).

Espécies Pz

B. megaterium 0,28
B. licheniformis (1) 0,83
B. licheniformis (2) 0,60
B. pumilus (1) 0,35
B. pumilus (4) 0,82
B. pumilus (3) 0,40
B. pumilus (2) 0,23
B. pumilus (5) 0,42
B. amyloliguefaciens (1) 0,50
B. amyloliquefaciens (2) 0,43
B. thuringiensis 0,30
B. brevis 0,33
B. mycoides (1) 0,41
B. mycoides (2) 0,40
B. anthracis 0,23
B. pantothentius 0,43
B. firmus (1) 0,36
B. firmus (2) 0,22
B. firmus (3) 0,77
B. circulans 0,42
B. shpaericus 0,41

Tabela 1: Valores da atividade enzimatica (Pz) apresentados pelas diferentes isolados.
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Espécies Abs Média Desv. Pad. U/mL

B. megaterium 0,047 0,0125 0,094
B. pumilus (1) 0,001 0,0023 0,001
B. pumilus (2) 0,049 0,0927 0,099
B. thuringiensis 0,099 0,0868 0,199
B. anthracis 0,032 0,1097 0,063
B. firmus (1) 0,475 0,1170 0,950
B. firmus (2) 0,045 0,0470 0,090
B. brevis 0,282 0,3968 0,563

Tabela 2: Resultados quantitativos para producdo de protease em U/mL e desvio padréo.

Como B. firmus (1) foi a de maior producdo proteésica, ela foi utilizada para que se
determinasse o efeito do pH na atividade e na estabilidade enzimatica, o resultado obtido foi o
de que o pH étimo da enzima é o pH 7,0 como mostrado no grafico 1, ja o efeito do pH na
estabilidade, demostrou que a enzima foi estavel em pH 4 (grafico 2). Para o efeito da
temperatura na atividade enzimatica, observou-se que a temperatura 6tima foi a de 37°C
(gréfico 3), o efeito da temperatura na estabilidade enzimética, demostrou que a enzima foi

estavel na temperatura de 25°C (gréafico 4).
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6. Concluséo
e Todas as bactérias analisadas sdo produtoras de protease;
e Das 37 bactérias isoladas, 21 eram do género Bacillus;
e As bactérias do género Bacillus, 20 continham esporos;
e As 16 bactérias restantes ndo possuiam forma de bastonete;
e B. firmus (1) apresentou maior quantitativo de producao de protease (0,950 U/mL).
e O pH 6timo da enzima foi o pH 7,
e A enzima foi estavel em pH 4;
e A temperatura 6tima da enzima foi a de 37°C;
e A enzima foi estavel na temperatura de 25°C;
Apbs todos os resultados, constatou-se que o solo amazodnico € rico em bactérias

proteoliticas, sendo, portanto viavel para pesquisas de prospec¢édo biotecnoldgica.
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