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Resumo

O objetivo deste estudo foi isolar micro-organismo de amostras de solo amazénico contaminado com petréleo
para selecionar espécies produtoras de proteases com potencial fibrinolitico. Para o isolamento e selecdo das
bactérias, um grama de solo foi transferido para dgua peptonada 1% (p/v), em tubo de ensaio. Essas dilui¢des
foram submetidas a choque térmico a 80 °C por 12 minutos, seguido de banho de gelo por 5 minutos. Do
sobrenadante foi retirado 100 pL e semeado na superficie de agar gelatina leite. Os cultivos foram mantidos a
37 °C por 24 horas. Das 30 coldnias isoladas foi identificado Bacillus subtilis (21%), B. circulans (13%), B.
licheniformis (10%), B. stearothermophilus (10%), B. thurigiensis (8%), B. coagulans (7%) e Bacillus sp. (31
%). Bacillus spp B28 expressou a méxima atividade de protease (7,073U/mL), demonstrando atividade 6tima
a 45 °C e pH 8,4. E a atividade fibrinolitica foi determinada em Bacillus spp. B16.

Palavras-Chave: Solo Amazonico, Bacillus, Proteases fibrinoliticas

Production and characterization of proteases from bacilli of the Amazon region with
fibrinolytic potential. The aim of this study was to isolate bacteria producing protease with fibrinolytic
activity from soil samples from Amazon region contaminated with petroleum. For the isolation and selection
of bacteria, one gram of soil was transferred to peptone water (1% w/v) in a test tube, subjected to heat shock
at 80 °C for 12 minutes and then ice bath for 5 minutes. The supernatant was seeded on gelatin milk agar and
plates were maintained at 37 °C for 24 hours. Out of the 30 isolated colonies were identified Bacillus subtilis
(21%), B. circulans (13%), B. licheniformis (10%), B. stearothermophilus (10%), B. thurigiensis (8%), B.
coagulans (7%) e Bacillus sp. (31 %). The maximum protease activity (7.073 U/mL) was determined in
Bacillus spp B28 with optimal activity at 45 °C and pH 8.4. Among the isolated Bacillus, Bacillus spp. B16
showed fibrinolytic protease activity.
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1. Introdugéo

As proteases de origem microbiana, entre as
enzimas hidroliticas sdo produzidas por diferentes
micro-organismo e tém sido bastante relatada na
literatura, especialmente por fermentacdo
submersa. A grande diversidade de proteases tem
despertado a atencdo mundial, essencialmente
devido ao reconhecimento do importante papel que
elas desempenham nos processos metabdlicos
celulares, mas também pelo valor e aplicacdo
biotecnoldgica (GUPTA, 2002; LORENZ et al.,
2002; IBRAHIM et al., 2007; LADEIRA et al.,
2012).

Nos processos industriais, as proteases tém
aplicagdo na industria alimenticia humana e
animal, na sintese de peptideos, no processamento
de couro, em gestdo de residuos, industria
fotografica e detergente. Na indUstria farmacéutica
sdo utilizadas como principio ativo de diferentes
tipos de medicamento (SHARMIN; RAHMAN,
2007; LADEIRA et al., 2012)

Entre 0s micro-organismo produtores de
proteases, Bacillus spp. sdo reconhecidos como
importantes fontes de proteases alcalinas devido o
potencial de secretar grande quantidade de enzimas
com alta atividade (KUMAR; TAKAGI, 1999;
CHAUD et al., 2007).

Além disso, Bacillus spp. sdo reconhecidos
como seguros para os seres humanos, inclusive,
uma protease alcalina com atividade fibrinolitica
estd sido utilizado como um agente trombolitico
(KUMAR; TAKAGI, 1999% MUKHERJEE; RAI,
2011).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de
isolar bactérias esporuladas de amostras de solo da
Amazonia, para selecionar isolados com potencial
proteolitico.

2. Material e Métodos
2.1 Isolamento de bactérias proteoliticas de
amostras de solo

Para o isolamento e sele¢cdo das bactérias
proteoliticas com potencial fibrinolitico foram
analisadas 30 amostras de solo contaminado com
petr6leo. Um grama de cada amostra de solo, em
tubo de ensaio de 16,5 mm x 150 mm, contendo
agua peptona 1 % (p/v) foi submetido a choque
térmico, a 80 °C por 12 minutos e em banho de gelo
por 5 minutos (SARAIVA et al., 2007). Posterior a
agitacdo em vortex, 100 uL do sobrenadante foi
semeado na superficie de agar gelatina-leite, em
placas de Petri (100 x15 mm). Com alca de
Drigalsky, o inoculo foi espalhado por toda a
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superficie do meio até a total absorcdo. As placas
foram incubadas a 37 °C por 24 horas (PATEL et.
al., 2006). Apb6s a contagem das unidades
formadoras de col6nias (UFC) foi verificado a
formacdo de halo hialino ao redor dos isolados
proteoliticos. Em seguida, essas coldnias foram
transferidas para agar nutritivo para classificagdo e
identificacdo. A determinacdo da atividade
enziméatica (Pz) foi realizada segundo Siqueira
(2008): a razéo entre o diametro da col6nia e o
didmetro da coldnia mais a zona de precipitacao.
Quando valor de Pz = 1,0 (auséncia de atividade);
Pz<1,0 (atividade proteolitica positiva).

A identificacdo as bactérias foram realizadas
com base nas caracteristicas morfoldgicas e
bioquimicas (BARROW; FELTHAM, 1999).

2.2. Producéo de proteases em meio liquido

Todas as bactérias protease-positivas (30
isolados) foram cultivadas em caldo nutritivo, a 37
°C por 24 horas. Desses cultivos foi retirado 1000
ML para inoculacdo em frasco de Erlenmeyer
contendo 40 mL de Solucdo de Manachini com
gelatinas 1 %, pH 7,0 (FERNANDES, 2002). A
fermentacdo foi conduzida em agitador orbital, a
120 rpm, a 37 °C por 24 horas. O sobrenadante foi
separado da biomassa por filtragdo sob vacuo para
andlise enzimatica.

2.3. Determinacao da atividade proteolitica

Para a determinagdo da atividade proteolitica
utilizou-se 150 pL do extrato bruto e como
substrato 250 pL azocaseina 1,0% (p/v) (Sigma, St.
Louis, MO USA), em Tampdo Tris-HCI 0,2 M, pH
7,0. A reacdo foi mantida em camara escura e apos
60 minutos, adicionou-se 1,2 mL de Acido
Tricloroacético 10 % (p/v). O residuo
remanescente foi removido por centrifugacéo
(8000xg), a 4 °C por 10 minutos. Do sobrenadante
foram retirados 1,2 mL para ser adicionado a 1,4
mL de Hidréxido de Sédio 1M, procedendo-se a
leitura a 440 nm. Uma unidade de atividade
protedsica foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para produzir uma variagao de
absorbancia igual a 1 em 60 minutos e expressa em
U/mL (LEIGTON, 1973).

2.4. Determinacéo da atividade fibrinolitica
em meio solido

Os cinco isolados bacterianos que expressaram
maior atividade proteolitica quantitativa foram
submetidos a determinagdo da atividade
fibrinolitica (KO et. al., 2004). A placa de fibrina



foi formulada com solucdo de fibrinogénio [50
mg/mL em solucdo tampdo Tris HCI 20 mM pH
8,0], homogeneizado com 40 ml de &gar a 75 %
(p/v) em solucéo tampdo Tris HCI 20 mM pH 8,0 e
Cloreto de sédio 0,15 M. Desta solucdo foram
retirados 8 mL para cada placa de Petri para
homogeneizacdo com 40 pL de solugdo de
trombina [100 NIH/ml de trombina (Sigma)]
dissolvida em solucdo tampéo Tris HCI 20 mM pH
8,0. As placas foram incubadas por 30 minutos, a
25 °C para formacdo de coéagulos de fibrina. No
meio s6lido, em cada cup-plate, medindo 3 mm de
didmetro foram adicionados 10 pL do extrato
bruto. Como padré&o foi utilizado tampao Tris HCI
20 mM. A atividade fibrinolitica foi determinada
em milimetros, a 37 °C/15 horas. Todos o0s
experimentos foram realizados em triplicata.

2.5. Efeito do pH na atividade proteolitica e
estabilidade

O efeito do pH sobre a atividade da protease foi
determinado na faixa de pH 4,0 a 12,0. Para o
preparo do substrato [azocaseina 1 % (p/v)] foi
utilizado solugdo tampé&o citrato 0,2 M (pH de 4,0
a 6,0); solucdo tampao fosfato 0,2 M (pH de 7,0 a
8,0) e solugéo tampdo Tris HCI 0,2 M (7.2 a 9,0).
A estabilidade ao pH foi avaliada durante 90
minutos, medindo a atividade enzimatica relativa a
cada 15 minutos para cada faixa de pH (4,0-12.0),
a 45 °C (CAVALCANTI et al, 2004).

2.6. Efeito da temperatura na atividade
proteolitica e estabilidade

Para avaliar o efeito da temperatura na
atividade proteolitica, o sistema de reagcdo e o
branco foram realizados em triplicata e incubados
nas temperaturas de 25 °C a 80 °C por 60 minutos.
A estabilidade das enzimas foi determinada durante
90 minutos medindo a atividade enzimatica relativa
a cada 15 minutos na faixa de 25 °C - 80 °C
(CAVALCANTI et al., 2004).

2.7. Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de
variancia e o Teste de Tukey com nivel de
significancia 5 %, utilizando-se o software Minitab
versao 16.0.

3. Resultados e Discussao
4.1 Selecdo de bactérias produtoras de
proteases
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Das amostras de solo foram isoladas 30
bactérias, todas do género Bacillus spp. Entre as
espécies identificadas, Bacillus subtilis (21%) e B.
circulans (13%) foram os de maior ocorréncia e,
em menor frequéncia B. licheniformis (10%), B.
thurigiensis (8%) e B. coagulans (7%), além de
sete isolados Bacillus sp. (21 %) (Figura 1). Todas
as espécies de Bacillus isoladas neste estudo sdo
citadas como fontes de proteases para detergentes,

farmacos, aditivos alimenticios ou como
medicamento  (JASWAL; KOCHER, 2008;
KUMAR; TAKAGI, 1999; NASCIMENTO;

MARTINS, 2006; PATEL et al., 2006). Estas
espécies também foram isoladas por Santos et al.
(2007) de 63 amostras de solo da Amazébnia, pela
técnica de diluicdo sucessiva, em &gar gelatina-
leite, pH 5,0 e pH 11,0.
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Figura 1. Porcentagem de Bacillus isolados de amostra
de solo contaminado com petroleo.

Contudo, a funcéo dessas enzimas ainda nédo
estd bem conhecida, mas a producdo delas esta
correlacionada com uma elevada taxa de renovacao
de proteinas durante a esporula¢do. Uma vez que a
sintese de proteases estd intimamente ligada ao
processo de esporulacdo, fatores que afetam esse
processo como, condigcdes de estresse, seja pela
reducdo da concentragdo de nutrientes, tenséo de
oxigénio ou composicdo do meio, podem também
influenciar a  producdo  dessas  enzimas
(NASCIMENTO; MARTINS, 2006).

A Tabela 1 mostra que a atividade proteolitica
no meio solido foi observada na totalidade dos
isolados de Bacillus, cuja atividade (Pz) apresentou
variagdo de 0,015 a 1,3. Considerando os valores
de Pz, a atividade proteolitica citada na tabela 1 foi
classificada em: forte (valores de Pz entre 0,01 a
0,09); atividade fraca (Pz entre 0,1 a 0,9) e auséncia
de atividade (Pz=1,0). Com base nessa



classificacdo, 46,7% dos isolados bacterianos
apresentaram atividade proteolitica alta. Nos
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demais (50%), a atividade foi baixa ou ausente
(3,33%).

Tabela 1. Atividade proteolitica qualitativa de 30 isolados de Bacillus sp isolados de solo Amaz6nico.

solado Halo Valor do Isolado Halo Valor do Isolado Halo Valor do

& (mm) (P2) &(mm) (P2) & (mm) (P2)
1 1,6 0,025 11 1,3 0,07 21 14 0,12
2 15 0,06 12 1,7 0,15 22 1,6 0,11
3 1,3 1,30 13 1,5 0,11 23 2,0 0,09
4 1,4 0,06 14 1,5 0,16 24 1,5 0,11
5 1,4 0,03 15 1,3 0,07 25 1,3 0,07
6 1,9 0,03 16 1,5 0,11 26 1,9 0,09
7 1,6 0,02 17 1,8 0,18 27 0,7 0,22
8 2.0 0,02 18 2,0 0,09 28 2,0 0,25
9 1,7 0,23 19 1,9 0,17 29 1,6 0,20
10 2,0 0,02 20 1,5 0,11 30 1,6 0,38

@ = didmetro do halo; Pz > 1,0 (auséncia de atividade), Pz entre 0,1 a 0,9 (atividade proteolitica fraca), Pz entre

0,01 a 0,09 (atividade proteolitica forte).

Na Tabela 2 esta citada atividade proteolitica
determinada no extrato bruto dos 30 Bacillus spp.
Os maiores valores de atividade foram observados
nos isolados, B28 (7,073 U/mL), B16 (5,766), B25
(5,183 U/mL), B5 (4,886 U/mL), B11 (4,133),
apenas no extrato bruto do isolado B4 ndo foi
determinada atividade proteolitica. A diferenga
significativa (p<0,05) foi observada entre todos 0s

valores de atividade proteolitica dos Bacillus spp.
Entre estes isolados, o B16 (1,02 U/mL) foi o que
expressou a maior atividade proteolitica. Joo e
Chang (2005), no screening realizado com Bacillus
sp., dos 312 que isolou de lama contamina e agua,
apenas em um isolado identificou uma expressiva
zona de hidrolise de protease alcalina.

Tabela 2. Atividade proteolitica quantitativa dos 30 Bacillus spp. isolados de solo Amazénico.

Item Cl. [ APUmML) [ Item [ C.I. [ APWU/mL)
1 B1 0,016 16 B28 7,073
2 B4 NAP 17 B29 2,553
3 B5 4,886 18 B31 0,113
4 B6 1,153 19 B37 2,736
5 B8 0,013 20 B43 1,740
6 B9 0,553 21 B55 2,563
7 B10 0,393 22 B56 1,230
8 B11 4,133 23 B57 0,933
9 B12 2,580 24 B59 2,106
10 B14 0,486 25 B61 1,366
11 B15 1,280 26 B62 0,103
12 B19 1,356 27 B67 0,200
13 B22 1,500 28 B68 0,713
14 B16 5,766 29 B71 1,973
15 B25 5,183 30 B72 0,870

C.1. (Codigo do Isolado); AP (Atividade Protease).

4.2 Atividade fibrinolitica in vitro (Método
da Placa de Fibrina)

A atividade fibrinolitica est apresentada na
Figura 2. Os resultados revelaram que entre os
cinco Bacillus sp. investigados, somente em um
deles (amostra B16) foi determinada a atividade
fibrinolitica, halo igual a 34 mm. Estes dados
confirmam a potencialidade de bactérias do género

18

Bacillus na producéo de proteases fibrinoliticas,
biocatalizador que tem aplicacdo no tratamento de
patologias tromboliticas.

4.3 Efeito do pH na atividade proteolitica e
estabilidade

A Figura 3 demonstra que a atividade
proteolitica se manteve estavel (22 %, 26 % e 40



%) em solucdo tampéo citrato 0,2 M, pH 4,6 e pH
7,0 e pH 7,8, respectivamente, durante 30 minutos.
Embora que as proteases tenham sido ativa em uma
ampla faixa de pH, as méaxima atividade foi
determinadas em pH 8,4 [100 % (0,876 U/mL)]
durante 45 minutos de incubacdo. Esta
caracteristica indica tratar-se de uma protease
alcalina. Kim et al. (1996); Kim e Choi (2000)
mencionaram que serina proteases com atividade
fibrinolitica geralmente s&o ativas em pH neutro e
alcalino, com atividade 6tima em pH 8,0 e 10.

-

Figura 2. Atividade fibrinolitica de Bacillus sp. (método
da placa de fibrina). Fonte: Patente INPI: P11107318-7
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Figura 3. Efeito do pH na atividade e estabilidade de
proteases secretadas por Bacillus sp. isolado de solo
Amazénico.

4.4 Efeito da temperatura na atividade
proteolitica e estabilidade

A Figura 4 mostra que a atividade proteolitica
foi determinada em todas as temperaturas testadas.
Os maiores valores de atividade foram
determinados entre 40 °C a 50 °C, exibindo 6tima
atividade a 45 °C. Enquanto as menores atividades
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foram detectadas a partir de 55 °C até 80 °C
méxima temperatura testada. A figura 4
demonstram  também que as  proteases
apresentaram estabilidade de 75 % e 73 % durante
30 minutos de incubacdo de 45 °C e 50 °C,
respectivamente. Estes dados séo similares aos de
Nascimento e Martins (2006); Peng et al. (2005);
Ko et al. (2004), em trabalhos realizados com
proteases de espécies de Bacillus.

Atividade Relativa (%)

Tempo de incubagéo (minutos)
@ 258C —M—302C —4—359C —==—40°C
—%—459C —@—50°C --A- 55°C ——4—-60°C
--¥- 659C --X---702C — 3 75°C —A—80¢9C
200 4
175 +
150 4

125 A

100

Atividade Protease (U/mL)

50

15 30 45 a0 75 90
Temperatura (°C)

Figura 4. Efeito da temperatura na atividade e
estabilidade de proteases secretadas por Bacillus sp.
isolado de solo Amazonico.

4. Concluséo

Na totalidade das amostras de solo
contaminado com petréleo foram isoladas bactérias
do género Bacillus sp. Entre esses isolados
predominaram Bacillus subtilis. A totalidade
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desses micro-organismo sdo fontes de enzimas
proteoliticas. Dentre os trinta isolados de Bacillus
sp., somente o Bacillus B16 secretou proteases com
atividade fibrinolitica. Nos testes in vitro as
proteses desse isolado tém as seguintes
caracteristicas, pH e temperatura 6timo, 8,4 e 45°C
respectivamente.
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