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ATIVIDADE PROTEOLITICA EM BACTERIAS
ISOLADAS DO SOLO DA CAATINGA

RESUMO

As proteases compdem um grupo variado de enzimas cataliticas que
desempenham importante papel nos processos fisiolégicos e aplicacdo em
processos industriais. E crescente o interesse por enzimas provenientes de
microrganismos devido a sua diversidade, complexidade e seu elevado
potencial biotecnolégico. A Caatinga é um bioma exclusivamente brasileiro,
com ambientes ricos em espécies que apresentam adaptagdes tinicas. Porém, a
microbiota do solo da caatinga e seu potencial biotecnolégico ainda sdo pouco
explorados. O objetivo do presente trabalho foi quantificar e isolar bactérias
produtoras de proteases a partir de amostras de solo da caatinga. Dentre os
isolados bacterianos produtores de proteases extracelulares, dois se
destacaram por apresentarem eficiéncia enzimatica em diferentes condigdes
de temperatura e pH. As bactérias isoladas do solo da caatinga mostraram-se
resistentes as condigdes extremas do bioma e apresentaram 6tima atividade
enzimatica nas amplas variacdes de temperatura e pH testadas, indicando
potencial para uso biotecnolégico.

Palavras-Chave: Protease, biotecnologia, caseinase, enzimas proteoliticas,
semiérido.

Abstract

The proteases comprise a diverse group of catalytic enzymes that perform
an important role in physiological processes and industrial applications.
Interest in enzymes from microorganisms is growing because of its
diversity, complexity and its high biotechnological potential. Caatinga is a
biome exclusively from Brazil with environments rich in species that
exhibit unique adaptations. The soil microbiota of the Caatinga and its
biotechnological potential are still unexplored. The aim of this study was
to quantify and isolate protease-producing bacteria from Caatinga soil
samples. Among the protease-producing bacteria isolated, two strains
showed enzymatic efficiency in different conditions of temperature and
pH. The bacteria isolated from Caatinga soil were resistant to extreme
biome conditions and showed high enzymatic activity in wide variations
of temperature and pH tested, indicating potential for biotechnological
use.

Keywords: Protease, Biotechnology, Caseinase, proteolytic and
semiarid region.
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1. INTRODUGAO

A Caatinga possui uma &rea de 750.000 km?, ocupa cerca de 11 % de todo o territério
nacional e 54 % do nordeste brasileiro, sendo considerado o bioma mais importante dessa
regido (ALVES; ARAUJO; NASCIMENTO, 2009; ANDRADE et al., 2005).

Apesar de apresentar rica biodiversidade, alta variedade de espécies endémicas e
heterogeneidade, é considerado extremamente fragil (ALVES, 2007). Devido a caréncia de
conhecimento técnico-cientifico a respeito desse bioma, por muito tempo foi considerado um
ecossistema bastante pobre. Dentre os biomas brasileiros, a caatinga é um dos mais alterados
e degradados devido a atividades antrépicas (GOMES et al., 2012).

Os microrganismos no solo sdo fortemente influenciados por varios fatores quimicos
e fisicos, incluindo a disponibilidade de nutrientes, matéria organica, umidade e temperatura
(BLOEM et al., 1992; WARDLE, 1998). Em ambientes aridos como a Caatinga, esses fatores
sdo geralmente desfavoraveis para o desenvolvimento microbiano. A escassez hidrica pode
ser o principal fator estressor sobre a diversidade e atividade das populacdes bacterianas
(SCHIMEL, 1995; GORLACH-LIRA; COUTINHO, 2007).

As bactérias constituem o principal grupo de decompositores, sendo responsaveis
pela ciclagem de carbono, principalmente, devido a sua capacidade de produzir enzimas
extracelulares que degradam compostos complexos e macromoléculas (GORLACH-LIRA;
COUTINHO, 2007). Os microrganismos em geral podem ser bons produtores de proteases,
uma vez que possuem uma grande diversidade bioquimica e também uma facil manipulacao
genética (KASANA; SALWAN; YADAYV, 2011; NASCIMENTO; MARTINS, 2006).

As proteases sao enzimas que degradam proteinas (POLLARO et al.,, 2012) e estdo
presentes em diversos processos fisioldgicos que demandam enzimas proteoliticas com
especificidade variada, que vai desde proteases digestivas, responsaveis por quebrar os
residuos hidrofébicos ou positivamente carregados (peptideos bioativos), até proteases que
reconhecem e quebram uma tnica proteina (HEDSTROM, 2002). Sua importdncia em
conduzir as fungdes metabdlicas e regulatorias essenciais é evidenciada pela sua ocorréncia
em todas as formas de organismos vivos (TREMACOLDI, 2008). As proteases sao a classe de
enzimas que apresenta importante papel quanto as suas aplicagdes no campo fisiolégico e
comercial, estando entre os maiores grupos de enzimas industriais (HEDSTROM, 2002;

RAWLING, 1994).
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Devido a sua diversidade estrutural e mecanismos de acdo, estas enzimas
apresentam relevancia bioquimica e sdo utilizadas na industria de detergentes, de alimentos,
de téxteis, farmacéutica, entre outras, além disso, é crescente o interesse por estas para uso
como produtos terapéuticos de ultima geracdo (VERMELHO et al., 2008).

Essa pesquisa teve como objetivos a quantificacdo e isolamento de bactérias
produtoras de enzimas proteoliticas extracelulares a partir de solo do bioma da Caatinga e a
avaliagdo da eficiéncia e estabilidade das enzimas sob condigdes varidveis de pH e

temperatura.

2. MATERIAL E METODOS

As amostras de solo foram coletadas no municipio de Morada Nova, Cear4, Brasil em
ponto localizado dentro do bioma da Caatinga, especificamente na Latitude: 5°00'47" S e
Longitude: 38°23'14" W.

As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia Ambiental e do
Pescado (LAMAP), no Instituto de Ciéncias do Mar - LABOMAR/UFC, onde foram

processadas e analisadas.

Processamento das amostras

Foram pesados 10 g de sedimento e diluidos em 90 mL de solugéo salina 0,85 %. Esta
correspondeu a diluicdo 10-1; a partir dela foram preparadas dilui¢oes seriadas até a diluigao
10-5.

Para a quantificacdo das populacdes de bactérias heterotroéficas cultivaveis (BHC) foi
utilizado o método de contagem padrdo em placa (CPP) utilizando o meio de cultura Plate
Count Agar (PCA) (DOWNES; ITO, 2001). Para as quantificagdes de BHC e bactérias
proteoliticas (BP) foi utilizada a técnica da semeadura em profundidade - Pour Plate. O
procedimento foi feito em duplicata e as placas foram incubadas em estufa a 35°C por 48h.

Para verificar a presenca de bactérias produtoras de protease, foi utilizado o meio de
cultura especifico Agar Caseina do Leite (ACL) e consideradas apenas as colonias que
apresentaram formacdo de halo transparente, que é um indicador da produgdo da enzima

(THYS, 2004).

27

Revista de Biotecnologia & Ciéncia e Vol.5, N°1, Ano 2016  p. 25-35



MARTINS,S.R.O., ABREU,J.0.; SANTOS,D.R.; CARVALHO,F.C.T,; VIEIRA, RH.S.F.; SOUSA, O.V.; REBOUCAS, R.H.

Morfologia das coldnias

As colonias crescidas nos meios utilizados foram analisadas quanto as diferentes
caracteristicas morfolégicas (tamanho e coloracao) bem como a formagao de halo no Agar
Caseina do Leite para, em seguida, serem isoladas e purificadas.

Para verificar a agdo proteolitica, foram isoladas as cepas que apresentaram halo no
ACL ao redor da colénia, indicando potencial para sua utilizacdo na biotecnologia. A
formacado da zona mais clara em torno da colonia bacteriana, que pode ser devido a hidrdlise
da caseina, indicou resultado positivo para producdo da protease. Portanto, essas cepas
foram consideradas como proteoliticas (KUBERAN; SANGARALINGAM;
THIRUMALAIARASU, 2010; KUMAR et al., 2012).

Isolamento
Os isolados bacterianos foram inoculados em tubos contendo meio Agar Triptona de
Soja (TSA), com crescimento em estufa a 35 °C por 24 h. No total, foram isoladas 10 cepas

caseinase positivas.

Extracao do liquido metabélico

Para otimizar a producdo das proteases, as cepas bacterianas foram inoculadas em
Caldo Caseina do Leite (CCL) e incubadas a 35 °C por 24 h, sob agitacdo 0,4039 g. Em
seguida, as culturas foram centrifugadas por 15 minutos a 4 °C com rotagdo de 2236 g (5000
RPM em centrifuga com raio de 8 cm) NASCIMENTO; MARTINS, 2006).

Ap6s a centrifugagdo, o sobrenadante foi filtrado em membrana Millipore® 0,22 pm
para a retirada das células, sendo o material filtrado congelado e armazenado em freezer a -

18 °C (KAWAMOTO; LORBEER, 1976).

Avaliacao da estabilidade das enzimas
Condicdes extremas de temperatura:
Em temperatura ambiente, foi feita a distribuicdo de 0,5 pL do liquido metabdlico em

microtubos e em seguida, foram incubados nas temperaturas de 4 °C (freezer) e 70 °C (banho-maria).

As amostras do liquido metabdlico das cepas bacterianas foram separadas em

aliquotas em microtubos, divididas em dois grupos e expostas as temperaturas de 4 °C
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(freezer) e 70 °C (banho-maria). A cada 30 min foram retiradas aliquotas para testar a
atividade das enzimas. Foram testados os tempos To, Tso0, Teo, Too, T1i20, T1s0 € Tigo,
perfazendo um total de sete tempos para cada cepa.

Para a andlise da atividade enzimatica, foram inoculados 0,5 pL do liquido
metabélico em pocos em Agar gelatina e incubados em estufa BOD a 20 °C por 24 h. A
deformacdo do pocgo e espalhamento do inoculo no meio de cultura indicou presenca de

atividade enzimatica (OLIVEIRA; FOPPA, 2014).

Condi¢des extremas de pH:

A atividade enzimatica também foi analisada em dois diferentes valores de pH: 5,2
(acido) e 8,5 (basico). Esses valores foram obtidos através das solucdes de acido cloridrico e
acetato de sodio.

Foram utilizadas soluc¢des tamponantes de acetato de sédio, pH 5,5; e Tris/HCl, pH
8,5 a10,0. Os valores de pH da mistura da reagdao foram ajustados com NaOH ou HClL.

Para o teste de atividade enzimatica, foram acrescentados em microtubos 0,5 pl do
liquido metabdlico e 0,5 pl da solugdo (acida ou bésica), numa proporgao de 1:1. As solugdes
foram mantidas em temperatura ambiente. Aliquotas também foram retiradas em intervalos
de 30 minutos ao longo dos sete tempos estabelecidos para os testes. A atividade da enzima

foi verificada através da deformacéo do Agar Caseina do Leite.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantificacdo das BHC e das BP contidas nas amostras de solo coletadas no bioma
da caatinga estdo apresentadas na Figura 1. O namero de unidades formadoras de coldnias
(UFC) de bactérias heterotroéficas e de bactérias proteoliticas foi de 3,6 x 107 UFC/g e 7,5 x 10°
UFC/g, respectivamente.

Os resultados obtidos no presente trabalho foram superiores aos resultados
encontrados por Lima et al. (2014) que, estudando amostras do solo em diferentes tipos de
vegetacdo do semidrido brasileiro para verificar a abundancia de populagdes cultivaveis,

encontraram contagem média de BHC de 5 x 10° UFC/ g na amostra da Caatinga natural.
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Figura 1: Média das contagens padrao em placas de Bactérias Heterotréficas Cultivaveis e Bactérias Proteoliticas

nas amostras de solo da caatinga.
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A relacdo entre as populagdes total de bactérias cultivaveis encontradas no solo e as bactérias
proteoliticas foi de 0,208, o que representa aproximadamente 21 % da contagem de BHC da amostra
de solo, sendo esse valor muito inferior aos encontrados por Sanomiya e Nahas (2003) - 69,9% - e
Gorlach-Lira e Coutinho (2007) - 93%, em solos secos do Cerrado mineiro e da Caatinga paraibana,
respectivamente.

Sanomiya e Nahas (2003) concluiram que o ntimero de bactérias proteoliticas do solo
aumenta de acordo com a aplicacdo de nutrientes, ou seja, com adubacao do solo, o que ndo
se aplica ao ambiente amostrado neste trabalho.

Segundo Ferreira et al. (2010), o tipo de solo, bem como a profundidade deste, sdo
fatores que podem influenciar nas atividades e na composi¢do microbiana. Além das
caracteristicas quimicas e bioquimicas do solo, os fatores abiéticos, como umidade e
temperatura, também interferem na quantificagio de bactérias presentes (FERREIRA;
STONE; MARTIN-DIDONET, 2016).

A estabilidade das enzimas extracelulares produzidas pelas cepas isoladas também
foi avaliada. A Figura 2 apresenta o comportamento da atividade enzimatica quando
submetida as duas temperaturas extremas, 4 °C e 70 °C por até 6 horas (T1s0).

A temperatura de 4 °C apresentou a maior atividade enzimatica para todos os
tempos testados (To a Tiso minutos), enquanto a temperatura de 70 °C apresentou menor
atividade, principalmente, nos tempos Tiso e Tiso. Esses resultados discordam daqueles
obtidos por Nascimento e Martins (2006), que encontraram um valor méximo de atividade
enzimdtica a uma temperatura de 70 °C ao testarem uma cepa de Bacillus sp.

Considerando a origem das cepas, era esperada estabilidade em temperaturas mais
elevadas, uma vez que o solo do bioma da Caatinga pode atingir até 60 °C (ANDRADE;
SILVA, 2013). De modo geral, a temperatura elevada foi o fator que mais afetou a atividade

das enzimas proteoliticas.
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Figura 2: Atividade enzimética das amostras em duas diferentes temperaturas.
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Do total de cepas isoladas, 20 % apresentaram melhor desempenho, com deformacao
representativa do agar, sendo consideradas com muita atividade nos tempos de T3¢ a To
(cepa 13) e de Tgo a T1g0 (cepa 17).

A Figura 3 apresenta os valores percentuais das cepas que apresentaram atividade

enzimética em dois valores distintos de pH, 5,2 e 8,5 respectivamente.

Figura 3. Atividade enzimética das amostras de solo da caatinga em nos dois valores de pH (4cido e bésico).
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Para os valores de pH testados, a maior atividade enzimaética foi observada no pH
acido nos tempos de To a T120, enquanto que a condigdo alcalina apresentou menor atividade

enzimatica e efeito mais rapido sobre a desnaturacao das enzimas.
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Trabalhos como de Nascimento e Martins (2006), Chaud, Felipe e Vaz (2007) e Ferreira et al.
(2010) indicam como valores de pH para 6tima atividade proteolitica os que estdao na faixa de 8 a 9,
diferindo, portando, do presente estudo que apresentou maior atividade no pH mais baixo (5,2) por
um longo periodo de tempo.

Assim como ocorreu com os resultados obtidos nos testes de temperatura, para os testes de
pH, os resultados alcangados foram o oposto do que era esperado, apresentando maior tempo de
resisténcia em condi¢des de acidez, enquanto que os solos da regido em que as amostras deste estudo

foram coletadas apresentam fendmenos de alcalinizacao (BRASIL, 2016).

Apesar de ter sido aplicada no presente trabalho uma adaptacdo da metodologia
utilizada por Nascimento e Martins (2006), os resultados aqui obtidos diferem dos seus. O
principal aspecto que pode motivar essa divergéncia é o ambiente do qual as amostras foram
extraidas, uma vez que a atividade da biomassa edéfica é influenciada pelas caracteristicas
do solo (umidade, aeracdo, pH, textura) e do ambiente (clima, vegetacdo) (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006).

Enquanto as amostras do presente trabalho foram extraidas do municipio de Morada
Nova, Ceard, que se encontra no bioma da Caatinga, as amostras utilizadas por Nascimento e
Martins (2006) foram extraidas do municipio de Campos de Goytacazes, Rio de Janeiro, que
se encontra no bioma do Cerrado (SOUZA; MARTINS, 2001).

A Tabela 1 apresenta o desempenho enzimatico de cada cepa, ou seja, o tempo de atividade

em relacao as diferentes condi¢des a que foram expostas.

Tabela 1: Tempo maximo (minutos) de atividade enzimatica em relacao as diferentes condi¢des simuladas.

Cepas 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

4°C Tis0 Tis0 Tiso Tiso Teo Tis0 Tis0 Tis0 Tis0 Tiso
70°C | Ti2o Ti20 Ti20 Ti20 To Teo T120 To To Tis0

Temp

5,2 T120 Ti20 T1s0 Too Too Ti20 Tigo Ti20 Ti20 Ti20

pH
8,5 Tis0 Tis0 Tis0 Tis0 Tis0 Ti20 Tis0 To To T30

Na temperatura de 4 °C a maioria das cepas apresentou atividade enzimética em todos os
tempos testados (Toa Tis0). Apenas uma cepa, dentre as isoladas, apresentou atividade enzimatica até

(0] T60-
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Para a temperatura de 70 °C verificou-se atividade enzimatica nas cepas 11, 12, 13, 14,
e 17 até o tempo de 120 minutos (T120); na cepa 16 até Teo; na cepa 20 até T,go € nas demais
cepas 15, 18 e 19 foram verificadas atividade apenas no tempo inicial (T).

Para os testes de pH em carater acido (5,2), 60 % das cepas apresentaram atividade
enzimética até o T1;o. Apenas 20 % das cepas apresentaram atividade até To,.

Ja no valor do pH alcalino (8,5), 40 % das cepas apresentaram atividade enzimatica
até T1s0 e 20 % apresentaram atividade somente no tempo inicial (T).

Dois isolados (cepas 13 e 17) apresentaram atividade enziméatica em todos os tempos
testados para os dois valores de pH (acido e basico). Os mesmos isolados também
apresentaram melhor resultado para os testes de temperatura e melhor eficiéncia na hidrolise
da proteina, sendo, portanto, consideradas as cepas com maior potencial para aplicabilidade
biotecnolégica. Uma vez que, suas enzimas possuem caracteristicas que lhe proporcionaram
maior resisténcia a condi¢des adversas, o que pode permitir a manutencdo da atividade

mesmo ap0ds passar por processos industriais.

4. CONCLUSAO

As bactérias isoladas do solo da caatinga apresentaram elevado potencial enzimatico
com formacéo de halos no meio Agar Caseina do Leite.

As enzimas proteoliticas isoladas a partir de bactérias do solo em regido de semiarido
mostraram-se estaveis a variacdes ao apresentar uma Otima resisténcia nas diferentes
temperaturas testadas - principalmente na temperatura de 4 °C - e um desempenho
considerdvel nos dois valores de pH. As temperaturas elevadas apresentam maior efeito
sobre a estabilidade das enzimas proteoliticas do que temperaturas baixas e condicoes
alcalinas de pH apresentaram um efeito mais rapido sobre a desnaturagao dessas enzimas.

Dentre os isolados, foi possivel detectar cepas com atividades enziméticas estaveis
para todas as condicGes testadas, sendo, portanto, de interesses biotecnolégicos.

Este trabalho evidencia a importdncia do estudo da microbiota de diferentes
ecossistemas e mostra a necessidade de experimentos para caracterizagdo de bactérias
isoladas do solo da caatinga, que sejam produtoras de enzimas.
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