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RESUMO
A produgdo de enzimas de importancia biotecnoldgica por microrganismos, incluindo as
actinobactérias, vem ganhando destaque devido a sua alta utilizacdo no mercado. O objetivo
deste trabalho foi determinar as condicdes 6timas para producdo de protease por Streptomyces
capoamus isolada da rizosfera de Caesalpinia pyramidalis, bem como purificar, caracterizar
parcialmente e avaliar a atividade antimicrobiana de uma protease. Inicialmente, as fontes de
carbono (gelatina, farinha de trigo integral, soro de leite bovino, farinha de soja e p6 da folha
de macaxeira) foram avaliadas a fim de determinar o melhor substrato para producdo de
proteases. A atividade proteolitica nos filtrados metabolicos foi avaliada utilizando azocaseina
como substrato. A fim de otimizar as condi¢des de producao, realizou-se dois planejamentos
fatoriais em delineamento composto central com pontos rotacionais (DCCR), avaliando a
concentracdo da fonte de carbono, temperatura e pH. Para a purificacdo de protease, o extrato
bruto do filtrado metabdlico foi submetido a cromatografia de troca ibnica em matriz
DEAESephadex A25. A protease purificada foi avaliada quanto a massa molecular nativa,
temperatura 6tima, pH 6timo, estabilidade frente ao aquecimento e diferentes valores de pH e
susceptibilidade a inibidores enzimaticos. Também foi avaliada a atividade antimicrobiana da
protease. O po da folha de macaxeira mostrou-se a melhor fonte de carbono para a producgéo
de proteases. Os resultados de DCCR indicaram que as condi¢fes para producdo dessas
enzimas pelo isolado estudado sdo pH 7,5, temperatura 40 °C e concentracao de p6 da folha de
macaxeira a 2%. Apresentou atividade proteolitica 33,7 U/mg. Cromatografia de gel filtracdo
de P2 revelou um unico pico proteico, de massa molecular nativa de 14 kDa, revelando a
homogeneidade da preparacdo. A protease presente em P2 apresentou temperatura 6tima de 65
°C e pH 6timo 8,0. A enzima foi estavel quando incubada em uma ampla faixa de pH e aquecida
até 60°C. A atividade proteolitica de P2 foi inibida principalmente por DTT, sugerindo a
presenca de pontes dissulfeto importantes para manutengdo da estrutura funcional da enzima.
A protease mostrou uma boa resisténcia ao agente desnaturante SDS, tendo a atividade reduzida
em apenas 29%. P2 ndo apresentou atividade antimicrobiana. Em concluséo, S. capoamus
isolada C. pyramidales foi capaz de produzir protease, sendo a melhor fonte de carbono o pé

de folha de macaxeira. Uma protease termoativa e alcalina de aproximadamente 14 kD.

Palavras-chave: Streptomyces; Protease microbiana; Caesalpinia pyramidalis.



ABSTRACT
The production of enzymes of biotechnological importance by microorganisms, including
actinobacteria, has been gaining prominence due to its high use in the market. The objective of
this work was to determine the optimal conditions for protease production by Streptomyces
capoamus isolated from the rhizosphere of Caesalpinia pyramidalis, as well as to purify,
partially characterize and evaluate the antimicrobial activity of a protease. Initially, the carbon
sources (gelatine, whole wheat flour, bovine whey, soy flour and manioc leaf powder) were
evaluated in order to determine the best substrate for protease production. The proteolytic
activity in the metabolic filtrates was evaluated using azocasein as a substrate. In order to
optimize the production conditions, two factorial designs were carried out in a central
composite design with rotational points (DCCR), evaluating the concentration of the carbon
source, temperature and pH. For protease purification, the crude extract of the metabolic filtrate
was subjected to ion exchange chromatography in a DEAE-Sephadex A25 matrix. The purified
protease was evaluated for native molecular weight, optimal temperature, optimum pH,
stability in the face of heating and different pH values and susceptibility to enzyme inhibitors.
The antimicrobial activity of the protease was also evaluated. The powder of the manioc leaf
proved to be the best carbon source for the production of proteases. The DCCR results indicated
that the conditions for the production of these enzymes by the studied isolate are pH 7.5,
temperature 40 ° C and powder concentration of the manioc leaf at 2%. It had 33.7 U / mg
proteolytic activity. P2 filtration gel chromatography revealed a single protein peak, with a
native molecular mass of 14 kDa, revealing the homogeneity of the preparation. The protease
present in P2 showed an optimum temperature of 65 ° C and an optimum pH of 8.0. The enzyme
was stable when incubated over a wide pH range and heated to 60°C. The proteolytic activity
of P2 was mainly inhibited by DTT, suggesting the presence of important disulfide bridges for
maintaining the functional structure of the enzyme. The protease showed good resistance to the
SDS denaturing agent, with activity reduced by only 29%. P2 did not show antimicrobial
activity. In conclusion, S. capoamus isolated C. pyramidales was able to produce protease, the
best source of carbon being the powder of the cassava leaf. A thermoactive, alkaline protease

of approximately 14 kD.

Keywords: Streptomyces; Microbial protease; Caesalpinia pyramidalis.
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1 INTRODUCAO

Proteases, também conhecidas como proteinases ou peptidases, sdo um grupo de
enzimas que catalisam a hidrélise de ligacGes peptidicas. A demanda mundial no mercado
enzimatico gerou um grande interesse em proteases microbianas devido ao rapido
crescimento associado a producdo de grande quantidade dessas enzimas (o0 que reduz o
custo) e a facilidade com que elas podem ser geneticamente modificadas visando melhorar
suas aplicacdes biotecnoldgicas (NIYONZIMA e MORE 2015). As proteases sao
aplicadas em diferentes setores, como industrias de alimentos, detergentes, couro,
produtos farmaceéuticos, seda, para recuperacdo de prata (a partir de filmes de raios-X),

bem como na elucidacéo estrutural de proteinas (SAVITHA et al., 2011).

Muitos micro-organismos, como actinobactérias, fungos e bactérias, produzem
estas proteases. As bacteérias filamentosas do género Streptomyces merecem destaque pelo
seu alto potencial na producdo de inimeros compostos de interesse industrial, como
antibidticos, enzimas, vitaminas, agentes antioxidantes, antifingicos, entre outros
(MARTINS et al, 2003; SINGH et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2016).

A Caatinga abrange uma area de aproximadamente 845.000 km? de regido arida do
nordeste brasileiro e possui uma vegetacdo decidua tropical seca, composta de pequenas
arvores, arbustos e gramineas, xerofilos e plantas caducifélias. O solo desse bioma é um
ambiente heterogéneo, de elevada complexidade quimica, fisica e bioldgica e onde séo
encontradas actinobactérias em grande abundéancia e diversidade. Estes micro-organismos
realizam funcgdes primordiais na degradacdo de substratos ricos em fonte de carbono,
dentre eles a celulose. Assim, esses micro-organismos produzem enzimas com alto
potencial biotecnologico (TYC et al., 2016; BATTHI et al., 2017).

A otimizacdo de diferentes pard@metros de fermentagdo, como fonte de carbono,
temperatura e pH do meio, pode elevar o rendimento enzimatico, sendo uma alternativa
promissora para reduzir o desperdicio das industrias e a maximizagdo da producédo
(BOOMARUNA et al., 2009; LAKSHMI et al., 2014). Portanto, projetar um meio de
fermentacao apropriado é de importancia crucial (ABDELTIF, 2000).

13
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No presente trabalho, planejamentos fatoriais com analises estatisticas foram
empregados para otimizar a producdo de proteases por cepa de Streptomyces capoamus
isolada da rizosfera da planta Caesalpinia pyramidalis (catingueira), coletada na Caatinga.

Adicionalmente, uma protease foi purificada, caracterizada quanto a massa
molecular nativa, temperatura 6tima, pH Otimo, estabilidade frente a aquecimento,
diferentes valores de pH e presenca de inibidores, bem como avaliada quanto ao potencial

antimicrobiano.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Determinar condicdes 6timas para producao de proteases por cepa de Streptomyces
capoamus isolada da rizosfera de Caesalpinia pyramidalis, assim como purificar e

caracterizar uma protease a partir do complexo enzimatico secretado pela S. capoamus.

1.2.2. Objetivos especificos

» Avaliar a producdo de proteases por S. capoamus utilizando diferentes fontes de
carbono no meio indutor;

» Determinar as condi¢cdes 6timas de concentracdo da fonte de carbono, temperatura e
pH para a producéo de protease;

» Purificar protease a partir do extrato bruto do liquido metabdlico através de
cromatografia de troca ibnica;

» Caracterizar a protease quanto a massa molecular nativa, temperatura 6tima e pH étimo;

» Avaliar a estabilidade da protease frente a aquecimento, incubacdo em diferentes
valores de pH e presenca de inibidores;

* Avaliar a atividade antimicrobiana da protease purificada.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 PROTEASES E SUAS APLICACOES
As enzimas estdo presentes no processo de fabricagdo de mais de 500 produtos,

distribuidos por mais de 150 processos em diferentes inddstrias. Aproximadamente 60% das

enzimas utilizadas nas industrias sdo proteases e ha um esforco crescente em descobrir novas
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fontes de proteases com alto potencial biotecnoldgico devido a demanda do mercado
(MARATHE et al., 2016; MUTHU et al., 2017).

As proteases sdo enzimas que catalisam a hidrolise de ligagdes peptidicas e ocorrem em
organismos unicelulares e pluricelulares, onde possuem vérias fungdes fisioldgicas, como a
digestdo, crescimento celular, morfogénese, desenvolvimento, inflamacgédo, ativacdo de
zimogénios e de pré-hormdnios, entre outras (GODFREY; WEST, 1996; JOSHI,;
SATYANARAYANA, 2015, ABDELMOHSEN et al.,, 2015). Estas enzimas vém na
biotecnologia, principalmente por seu papel fundamental nos processos metabdlicos celulares,
e pela sua facil obtencdo a partir de micro-organismos como bactérias, actinobactérias, fungos
e virus (KUMAR; TAKAGI, 1999; SILVA et al., 2016).

As proteases sdo classificadas de acordo com o local do substrato em que realizam a
clivagem: as exopeptidases, que clivam ligacdes peptidicas nas extremidades C ou N-terminal
de cadeias polipeptidicas, e as endopeptidases que desfazem ligacdes peptidicas internas dentro
da cadeia polipeptidica (LOPEZ-OTIN; BOND, 2008).

A Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) classifica as
proteases em seis familias de acordo com a massa molecular, propriedades elétricas e
especificidade ao substrato (Figura 1). Sdo elas: serino-proteases, aquelas que possuem em seu
sitio ativo um residuo de serina que é responsavel pelo ataque nucleofilico das ligacGes
peptidicas, sendo divididas em sub-classe | (ex. tripsina e elastase) e Il (ex. subtilisina); as
cisteino-proteases (ex. papaina), que apresentam no sitio ativo um aminoacido cisteina
responsavel pelo ataque nucleofilico, enquanto nas treonino-proteases, esse aminoacido é a
treonina; nas aspartico e glutamico proteases, 0 mecanismo de catélise envolve o ataque das
ligacOes peptidicas por duas moléculas de &gua associadas ao acido aspartico ou acido
glutdmico, respectivamente, no sitio ativo, sdo exemplos a pepsina e a quimosina. E existem as
metalo-proteases, que usam um ion metélico no seu mecanismo catalitico, podendo ou néo
pertencer a uma das classes anteriormente mencionadas (SUMANTHA et al., 2006; SETHI et
al., 2016; SOUZA et al., 2017).
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Figura 1. Exemplos de mecanismos de catalise enzimatica de serino proteases (a), cisteino
proteases (b), aspartico proteases (c) e glutdmico proteases (d)

Fonte:http://www.nature.com/scitable/content/ne0000/ne0000/ne0000/ne0000/14462487/erez_nat
ure08146i1.0_1_2.jpg
As proteases tém ampla aplicabilidade nas industrias farmacéuticas, cosmetolégicas e

biomédicas. Estas Gltimas sdo utilizadas no tratamento de doencas causadas por fungos,
psoriase, queratinizacdo da pele, remocéo de calosidades, depilacéo, regeneracao de epitélios e
cicatrizagdo na forma de cremes esfoliantes e pomadas, por exemplo, (BRANDELLI et al.,
2010). Podem também ser aplicadas no tratamento de patologias clinicas, como na enteropatia
sensivel ao glaten, sendo utilizadas para hidrolisar o componente toxico dessa proteina (SHAN
et al., 2004).

Na industria alimenticia, as proteases sdo empregadas na fabricacdo de cervejas,
trituracdo de cerais, coagulacdo do leite, producdo de hidrolisados de proteinas, panificagdo e
amaciamento da carne (WARD, 2011). As proteases podem ainda substituir produtos quimicos
no tratamento de peles de animais para a fabricacdo do couro, diminuindo o impacto ambiental
(ZAMBARE et al., 2011). O uso das proteases como aditivos em detergentes serve para acelerar
0 processo de catalise das ligaces peptidicas de componentes proteicos em manchas de ovo e
sangue, por exemplo; essas proteases representam um dos produtos com a maior aplicabilidade
de enzimas industrias (DEMAIN e ADRIO, 2008).
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2.2 ACTINOBACTERIAS

O filo Actinobactéria € composto por bactérias Gram-positivas com altos teores de
DNA G+C (60-78 mol%) e esta dividido em 6 classes, 25 ordens, 52 familias e 232 géneros,
representando 0 maior grupo reconhecido de bactérias (SATHYA et al., 2017). As
actinobactérias produzem uma ampla variedade de metabolitos secundarios, como antibidticos,
antifungicos, enzimas, vitaminas, entre outros (LU et al.,, 2018; LIU; LIANG, 2014,
MACILENTO et al., 2015). Estdo presentes em ambientes terrestres, marinhos, regides de
mangue e em condices extremdfilas (BALLAV et al., 2015; SHIVLATA,
SATYANARAYANA; 2015; BARKA et al., 2016), sendo particularmente abundantes no solo
(TAKIZAWA et al., 1993; KINKEL et al., 2012).

As actinobactérias eram consideradas formas de transicdo entre fungos e bactérias. De
fato, eram confundidas com os fungos filamentosos, por produzirem micélios e até mesmo
reproduzirem-se por esporulacdo. O préprio nome actinobactéria remete aos fungos, pois a
forma de crescimento com o conjunto de extensdo da ponta e ramificagdo das hifas (Figura 2)

se refere as palavras gregas para raio, aktis ou aktin (BARKA et al., 2016).

Figura 2. Microscopia eletronica de varredura de Streptomyces sp.

- h‘,_, “
N0 N\

Fonte:www.researchgate.net/figure/Streptomyces-griseus_fig3_324978396

A ordem Actinomycetales compreende filogeneticamente diversas formas morfologicas
de bactérias aerobias e anaerébias semelhantes e que exibem estruturas ramificadas
filamentosas que se fragmentam em formas bacilares ou cocoides. Os géneros anaerobicos de

importancia médica incluem Actinomyces, Arachnia, Rothia e Bifidobacterium. Actinomicetos
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aerobicos sdo um grupo grande e diverso de bactérias Grampositivas que inclui Gordonia,

Nocardia, Rhodococcus e Streptomyces além de varios outros géneros (JIANG et al, 2018).

As actinobactérias sdo consideradas uma fonte promissora de compostos bioativos,
incluindo enzimas hidroliticas, com ampla gama de atividades biol6gicas e propriedades
farmacolodgicas para uso na producdo de cosméticos, antibioticos, antioxidantes, antifingicos e
antiparasitarios, alem de aplicacdes nas industrias téxtil e alimenticia (ARUL et al., 2014;
BENHADJ; GACEMI-KIRANE, 2016). Apesar dos muitos beneficios citados, as
actinobactérias também séo patogénicas para plantas, animais e 0 homem. Doengas de plantas
como a podriddo da batata-doce e doencas humanas, como tuberculose, para-tuberculose,
micetomas, actinomicose, pneumonias alérgicas e varios tipos de abscessos sdo causadas por
actinomicetos (SOWANI et al., 2019).

As actinobactérias do género Nocardia sdo saprofitas do solo, e mais de 85 espécies
foram identificadas até 0 momento. Entre estas 25, estdo associadas a infec¢des humanas, como
Nocardia brasiliensis, Nocardia abscessus, Nocardia cyriacigeorgica, Nocardia farcinica,
Nocardia nova, Nocardia pseudobrasiliensis, Nocardia transvalensis, Nocardia veteran e
Nocardia cerradoensis. As infeccdes causadas por esse género sdo geralmente iniciadas por
inalacdo ou através de cortes na pele (nocardiose/celulite cutanea) podendo difundir pelo

cérebro, rins, articulacdes, coracdo, olhos e 0ssos (JOHNSON et al, 2013).

Alguns membros do género Gordonia sdo patdgenos humanos oportunistas. Essas
espécies sdo amplamente distribuidas em ambientes aquatico e terrestre. Infecgcdes por
Gordonia sdo relatadas em locais pequenos ou sistémicos (BLASCHKE et al., 2007,
RAMANAN et al., 2013). As bactérias do género Rhodococcus sdo bastonetes aerobios,
patogenos bem reconhecidos na medicina veterinaria e que também afetam os seres humanos.
A maioria dos casos foi relatada em pacientes imunocomprometidos com transplantes de 6rgéos
ou com infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana. Rodococcus equi, é a mais comum,
habitando nos solos e a inalagdo de poeira deve ser a principal via de exposi¢do tanto para
animais como para o homem, causando pneumonia (RAHAMAT-LANGENDOEN et al.,
2009).

Entre as espécies bem estabelecidas, as do género Streptomyces sdo utilizadas
biotecnologicamente, destacando-se por sua alta capacidade de produzir biocompostos

extracelulares, como proteases (SILVA et al., 2016).
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2.2.1 Género Streptomyces

O género Streptomyces pertence a familia Streptomycetaceae. Os representantes desse
género sdo bactérias aerdbias formadoras de micélio que raramente se fragmenta e podem
produzir pigmentos sollveis. Seu crescimento ocorre entre 25-37°C, embora haja espécies
psicrofilicas e termofilicas. Ainda, seu crescimento é favorecido em pH entre 6,5 e 8,0 e
apresentam poucas espécies patogénicas a animais e ao homem (KAMPFER, 2012). Bactérias
do género Streptomyces podem ser obtidas de amostras de solo marinho, dgua do mar,
crustaceos, solo de diferentes biomas, tubérculos, fontes termais e rizosfera, entre outros
(KHATTAB et al., 2016; RASHAD et al, 2015).

A producéo de multiplas moléculas com aplicacdo biotecnoldgica € uma caracteristica
do género Streptomyces. Sua principal utilizacao é na produgdo de compostos antimicrobianos,
mas também existem inumeros relatos destas linhagens sendo utilizadas na producdo de
diversas enzimas para aplicacdo em biorremediacdo de efluentes, biocontrole de pragas,
fabricacOes de papel, fabricacdo de alimentos, entre outras (PILLAI; GIRISH; AGSAR, 2016;
AWAD et al, 2014; CHENG et al, 2014; XU et al, 2016).

Biocompostos com alto potencial biotecnoldgico sdo produzidos por diversos
Streptomyces, tais como a validamicina A, um antifingico produzido em condic¢des 6timas por
Streptomyces hygroscopicus (JIANG et al, 2018). Martins e Souto-Maior (2003) utilizaram
Streptomyces capoamus para a produc¢do de antaciclinas, importantes agentes anticancerigenos.
Chen e colaboradores (2018) utilizaram um isolado de Streptomyces sp. como produtor de um

inibidor de proteases ativo contra uma enzima do HIV-1.

Na literatura, ha diversos isolados de Streptomyces produtores de proteases e outras
enzimas. Por exemplo, os isolados denominados Streptomyces padanus (1N) e 4H, obtidos da
rizosfera de Paullinia cupana do Amazonas, foram capazes de produzir protease, lipase, amilase
e fosfatase alcalina utilizando o residuo de castanha-do-Brasil como fonte de carbono em
fermentacao em estado solido e submersa em meio ISP-2, pH 7,2 a 37°C por 15 dias (COELHO
et al., 2017). Também foram relatadas espécies com potencial para producdo de proteases,
como Streptomyces microflavus, Streptomyces moderatus, Streptomyces rectus e
Streptomyces rectus var. proteolythicus (VELOORVALAPPIL et al., 2013).
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2.3 PROTEASES MICROBIANAS E SUAS APLICACOES
Os micro-organismos apresentam alta capacidade de crescimento, de forma que

enormes quantidades de enzimas podem ser produzidas em um curto periodo de tempo. Além
disso, as enzimas microbianas sdo bem padronizadas, 0 que permite a sua comercializagdo
(GOYALA; PHUTELA, 2018). Enzimas produzidas por micro-organismos sdo potenciais
biocatalisadores para um grande numero de reacdes e geralmente sdo consideradas seguras e
funcionais numa ampla faixa de temperatura, pH, concentracdo de substrato ou outras
condicdes. Diversas proteases microbianas de natureza extracelular sdo excretadas diretamente
no caldo de fermentacdo, formado por um meio indutor de proteases. Isso simplifica a
purificacdo da enzima em comparacdo com enzimas obtidas de plantas e animais (SHARMA
etal., 2015).

Rekik e colaboradores (2019) purificaram e caracterizaram uma protease extracelular
(chamada SAPRH) produzida por Bacillus safensis, linhagem RH12, isolada do fundo do mar
Mediterraneo num campo de petroleo da Tunisia. A enzima foi purificada até a homogeneidade,
utilizando fracionamento salino e cromatografia de troca aniénica. A SAPRH apresentou
atividade 6tima em pH 9,0 e temperatura 60°C. A caracterizacdo da SAPRH demonstra sua
estabilidade sob ampla temperatura e pH, mesmo na presenca de surfactantes ndo-iénicos,
agentes oxidantes, branqueadores e alguns detergentes comerciais liquidos e sélidos. A enzima
exibiu excelente estabilidade e compatibilidade com surfactantes e detergentes comerciais,
revelando 90% de estabilidade com SDS e 100% de estabilidade com classe comercial de
detergente para roupas. Tendo em vista a melhor estabilidade em pH elevado e com diferentes

detergentes comerciais, a SAPRH pode ser aplicada na industria de lavanderias.

N&o menos importante, isolado de Streptomyces gulbargensis foi utilizado para a
producdo de enzima proteolitica estavel, usando farelo de trigo como substrato sob fermentagéo
em estado sélido por 7 dias. Os estudos de fermentacdo indicaram que a producgéo de enzima
foi maxima as 120 h de fermentacgéo e a enzima foi parcialmente purificada usando sulfato de
amonio a 70%. A caracterizacdo da enzima mostrou que ela é ativa a 45 °C e pH 9,0 tendo
como substrato a caseina. A protease foi adicionada a um detergente comercial e,
posteriormente, avaliada para o desempenho de lavagem de manchas de sangue, sendo
observado que apds 20 min as manchas foram completamente removidas. Estes resultados

indicam claramente que a enzima € estavel na presenca de detergentes. O desempenho da



21

lavagem de manchas de sangue em tecidos de algoddo e em instrumentos cirdrgicos mostrou

um aumento na eficacia com o tratamento enzimatico (VISHALAKSHI et al., 2009).

Padmapriya e Williams (2012) isolaram Bacillus subtilis coletado do solo em
Tirunelveli para a produgéo de proteases. A protease foi parcialmente purificada com sulfato
de amonio e posteriormente dialisada. Na analise por zimografia, foi verificado um peso
molecular de 50 kDa. A protease tem um pH 6timo de 7,0, que é uma caracteristica tipica de
proteases neutras. A temperatura 6tima foi de 37 °C e a enzima se mostrou estavel até 60 °C.
Os melhores substratos de carbono e nitrogénio para producao de protease foram o amido e o

soro de leite, numa condicao rotacionaria de 180 rpm por 24 h.

Segundo Silva e colaboradores (2015) Streptomyces sp. DPUA 1576, isolada de liquens
da Amazobnia, foi estudada para a producédo proteases fibrinoliticas. Um experimento fatorial
foi aplicado para otimizar a producao de enzimas proteases com duas variaveis independentes:
farinha de soja e concentracbes de glicose. O extrato bruto foi submetido a atividade
fibrinolitica em placa de agarose, sendo verificado que DPUA1576 é um microorganismo
adequado a producdo de protease fibrinolitica.

A protease &cida de Aspergillus usamii tem sido empregada com sucesso para a
melhoria das propriedades funcionais do glaten de trigo. Através de planejamentos fatoriais,
foram selecionados o pH e a temperatura 6tima, além do melhor tempo de hidrélise para obter
a melhor condicédo de hidrdlise do glaten do trigo. A hidrélise enzimatica degradou a maioria
dos peptideos acima de 10 kDa em peptideos muito menores. Com a alteracdo da estrutura
secundaria e terciaria do gluten durante a hidrélise enzimatica, formou-se uma estrutura mais

extensiva, levando ao aumento das propriedades funcionais (DENG et al., 2016).

2.4 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE MOLECULAS MICROBIANAS
A potencializa¢do da producdo de biomoléculas de origem microbiana e elaboracéo de

meios de producgdo rentaveis sdo muito importantes para o rendimento e a produtividade e,
assim, minimizar o custo de producdo (ABDEL-FATTAH et al., 2005). A otimizagdo de
diferentes pardmetros de fermentacao, como fonte de carbono, temperatura e pH do meio, pode
elevar o rendimento para a industria (BOOMINADHAN et al., 2009; ARUNA et al., 2014;
LAKSHMI et al., 2014).
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O planejamento fatorial fracionario € uma combinacdo empirica de técnicas estatisticas
e matematicas. E uma ferramenta poderosa para otimizar os pardmetros do processo,
modelagem interativa, e melhorar o rendimento (SHABBIRI et al., 2012). Neste aspecto,
inimeras pesquisas sdo formuladas a partir de planejamento fatoriais, tais como a de
Dhamodharan e colaboradores (2017) que aperfeicoaram os melhores métodos para obtencdo
de proteases fibrinoliticas. Assim, também como Batista e colaboradores (2018) utilizaram um
planejamento fatorial 2* avaliando a concentragéo para avaliar fontes de carbono e maximizar

a producdo de protease.

2.5 Caesalpinia pyramidalis

Micro-organismos de ambientes pouco estudados estéo sendo considerados como fontes
alternativas de biomoléculas com caracteristicas diferentes das disponiveis no mercado
(SALEM et al., 2016; YADAV et al., 2015). A Caatinga € um bioma que se situa na regido
Nordeste do Brasil e ocupa uma area de 844.453 km? totalizando 11% do territorio nacional.
Ela possui uma grande biodiversidade de espécies vegetais intensamente adaptadas as

circunstancias do meio, como a escassez de agua e nutrientes (SILVA et al.,2016).

O termo Caatinga vem do idioma tupi-guarani (ka'a- wood; tinga - branco), que significa
floresta branca. O bioma recebeu esse nome devido ao aspecto acinzentado da vegetacao
caducifolia durante a estacdo seca. O bioma da Caatinga é a maior savana sazonal da América
do Sul. E uma area mais ou menos continua, com clima quente e semiarido. As plantas exibem
caracteristicas que as tornam totalmente adaptadas as condicGes da regido, podendo ser
deciduas, anual herbaceas ou suculentas, ou ser predominantemente arbustivas com espinhos
(SILVA et al., 2016). Aproximadamente 70% da Regido Nordeste (Figura 3) é coberta pela
vegetacdo da Caatinga e esse bioma engloba os estados de Rio Grande do Norte (95%), Piaui,
Ceara (100%), Paraiba (92%), Pernambuco (48%), Alagoas (48%), Sergipe (49%), Bahia
(54%) e a regido norte do estado de Minas Gerais (2%) (SOUZA et al., 2017; SANTOS et al.,
2017).

A vegetacdo tipica da Caatinga faz parte de um conjunto global denominado de
Florestas Arbustivas Tropicais Sazonalmente Secas — FATSS (QUEIROZ et al., 2017). A
Caatinga possui a maior riqueza de espécies dentre os nicleos de FATSS do Novo Mundo e
vastas areas inexploradas ou pouco estudadas (PENNINGTON et al., 2009; MORO et al.,

2014). Atualmente, existem no minimo 3.150 espécies distribuidas em 950 géneros e 152
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familias de angiospermas (QUEIROZ et al, 2017). As familias mais diversas sdo Fabaceae e
Euphorbiaceae, que também sdo as mais importantes em outros nucleos de FATSS
(PENNINGTON et al., 2009). A Caatinga é rica em numero de espécies (Figura 4),
particularmente nas formacGes mais abertas como, as formacGes popularmente conhecidas
como Serid6 no Rio Grande do Norte e Paraiba (QUEIROZ et al., 2017).

Figura 3. Regi&o ocupada pela Caatinga

Fonte: www.wwf.org.br

Mesmo contendo importantes fontes biol6gicas para diversas pesquisas, a Caatinga esta
em um processo severo de desertificacdo, causado principalmente pelo desmatamento e mau
uso dos recursos naturais. A desertificacdo resulta em reducdo da producdo agricola e leva a
mudangas nas interagcdes que ocorrem no solo, com consequente e muitas vezes irreversivel
perda de biodiversidade de formas de vida tipicas do bioma. A diversidade microbiana deste
solo é atipica comparado a de outros biomas, uma vez que esses microorganismos se
desenvolvem sob condicOes de temperaturas extremas e em solos argilosos e pedregosos que
podem ter sido influenciados ou ndo por agdes humanas locais (FREITAS et al., 2010;
TEXEIRA et al., 2010).


http://www.wwf.org.br/
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Figura 4. Diversas paisagens da Caatinga.

Fonte: Silva et al. (2016).

A diversidade de micro-organismos no solo da Caatinga ainda ndo é conhecida o
suficiente na literatura. Portanto, um namero significativo de pesquisas com microorganismos
isolados dos solos dessa regido tem sido realizado, tendo em vista seu grande potencial
biotecnoldgico (LUNA et al., 2013; SILVA et al., 2015). No entanto, inimeros pesquisadores
estdo isolando, qualificando e quantificando a comunidade microbiana do solo da Caatinga para
analisar os metabodlitos produzidos e seu potencial biotecnol6gico como fonte de moléculas de

interesse industrial e farmacéutico.

3 RESULTADOS
Os resultados deste relatorio sdo apresentados na forma de artigos.

3.1 MANUSCRITO 1

PRODUCAO DE PROTEASES POR Streptomyces capoamus ISOLADA DA RIZOSFERA
DE Caesalpinia pyramidalis DA CAATINGA
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RESUMO

A producéo de enzimas de importancia biotecnoldgica por microrganismos, incluindo as
actinobactérias, vem ganhando destaque devido a sua alta utilizacgdo no mercado. O
objetivo deste trabalho foi determinar as condi¢fes 6timas para producdo de protease por
Streptomyces capoamus isolada da rizosfera de Caesalpinia pyramidalis, bem como
purificar, caracterizar parcialmente e avaliar a atividade antimicrobiana de uma protease.
Inicialmente, as fontes de carbono (gelatina, farinha de trigo integral, soro de leite bovino,
farinha de soja e pd da folha de macaxeira) foram avaliadas a fim de determinar o melhor
substrato para producéo de proteases. A atividade proteolitica nos filtrados metabdlicos foi
avaliada utilizando azocaseina como substrato. A fim de otimizar as condi¢bes de
producdo, realizou-se dois planejamentos fatoriais em delineamento composto central com
pontos rotacionais (DCCR), avaliando a concentracdo da fonte de carbono, temperatura e
pH. Para a purificagdo de protease, o extrato bruto do filtrado metabdlico foi submetido a
cromatografia de troca idnica em matriz DEAESephadex A25. A protease purificada foi
avaliada quanto a massa molecular nativa, temperatura 6tima, pH 6timo, estabilidade frente
ao aquecimento e diferentes valores de pH e susceptibilidade a inibidores enzimaticos.
Também foi avaliada a atividade antimicrobiana da protease. O pé da folha de macaxeira
mostrou-se a melhor fonte de carbono para a producdo de proteases. Os resultados de
DCCR indicaram que as condic¢des para producdo dessas enzimas pelo isolado estudado
sdo pH 7,5, temperatura 40 °C e concentracdo de p6 da folha de macaxeira a 2%.
Apresentou atividade proteolitica 33,7 U/mg. Cromatografia de gel filtragdo de P2 revelou

um Unico pico proteico, de massa molecular nativa de 14 kDa, revelando a homogeneidade
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da preparacdo. A protease presente em P2 apresentou temperatura 6tima de 65 °C e pH
6timo 8,0. A enzima foi estadvel quando incubada em uma ampla faixa de pH e aquecida
até 60°C. A atividade proteolitica de P2 foi inibida principalmente por DTT, sugerindo a
presenca de pontes dissulfeto importantes para manutengéo da estrutura funcional atividade
reduzida em apenas 29%. P2 ndo apresentou atividade antimicrobiana. Em concluséo, S.
capoamus isolada C. pyramidales foi capaz de produzir protease, sendo a melhor fonte de
carbono o p6 de folha de macaxeira. Uma protease termoativa e alcalina de
aproximadamente 14 kD.

3.2 INTRODUCAO

Proteases, também conhecidas como proteinases ou peptidases, sdo um grupo de
enzimas que catalisam a hidrélise de ligacGes peptidicas. A demanda mundial do mercado
enzimatico gerou um grande interesse em proteases microbianas, devido ao seu rapido
crescimento associado a producdo de grande quantidade dessas enzimas (o0 que reduz o
custo) e a facilidade com que elas podem ser geneticamente modificadas, visando
melhorar suas aplicacbes em diferentes atividades industriais (NI'YONZIMA; MORE
2015). As proteases sdo aplicadas em diferentes setores, tais como inddstrias alimenticia,

de detergentes, de couro e farmacéutica (SAVITHA et al., 2011).

A producdo de mdltiplas moléculas com aplicacdo biotecnolégica é uma
caracteristica do género Streptomyces. Sua principal utilizacdo € na producdo de
compostos antimicrobianos, mas também existem inimeros relatos destas linhagens sendo
utilizadas na producdo de diversas enzimas para aplicacdo em biorremediacdo de
efluentes, biocontrole de pragas, fabricaces de papel, fabricacdo de alimentos, entre
outras (PILLAI; GIRISH; AGSAR, 2014; AWAD et al, 2014; CHENG et al, 2014; XU et
al, 2016).

A Caatinga abrange uma area de aproximadamente 845.000 kmz de regido arida
do nordeste brasileiro e possui uma vegetacdo decidua tropical seca, composta de
pequenas arvores, arbustos e gramineas, xerofilos e plantas caducifdlias. No solo desse
bioma, ambiente heterogéneo e de elevada complexidade quimica, fisica e bioldgica, sdo
encontradas actinobactérias em grande abundancia e diversidade, onde realizam funcdes

primordiais na degradacdo de substratos ricos em fontes de carbono, tais como
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carboidratos complexos e celulose, entre outros. Assim, esses micro-organismos
produzem enzimas, dentre elas proteases com alto potencial biotecnolédgico (TYC et al.,
2016; BATTHI et al., 2017). A diversidade microbiana no solo da Caatinga é atipica
comparado a de outros biomas, uma vez gue esses micro-organismos se desenvolvem sob
condigdes de temperaturas extremas e em solos argilosos e pedregosos que podem ter sido
influenciados ou ndo por agdes humanas locais (FREITAS et al., 2010; TEXEIRA et al.,
2010).

A otimizacdo de diferentes parametros de fermentagdo, como fonte de carbono,
temperatura e pH do meio, pode elevar o rendimento enzimatico, sendo uma alternativa
promissora para reduzir o desperdicio das industrias e a maximizacdo da producdo
(BOOMARUNA et al., 2014; LAKSHMI et al., 2014). Portanto, projetar um meio de
fermentacdo apropriado € de importancia crucial (ABDELTIF, 2000; KRISHNAN et al.,
1998).

No presente trabalho, planejamentos fatoriais com analises estatisticas foram
empregados para otimizar a producdo de proteases por cepa de Streptomyces capoamus
isolada da rizosfera de Caesalpinia pyramidalis. Adicionalmente, uma protease foi
purificada, caracterizada quanto a massa molecular nativa, temperatura 6tima, pH étimo,
estabilidade frente a aquecimento, diferentes valores de pH e presenca de inibidores e

avaliada quanto ao potencial antimicrobiano.

3.3 METODOLOGIA

3.3.1 Isolado bacteriano

O isolado de S. capoamus 3132 foi obtido da colecdo de cultura de micro-
organismos (UFPEDA) do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco. A actinobactéria foi cultivada em meio sélido ISP-2 &gar a 37 °C por 7 dias

para verificacdo de pureza de colbnia.

3.3.2 Ensaio de producéo de proteases

O pré-indculo foi preparado a partir da area central da cultura em meio ISP-2 agar

transferindo, com auxilio de pinca estéril e furador metélico, 5 blocos circulares

27



semelhantes com 9 mm de didmetro para Erlenmeyer (150 mL) contendo 50 mL do meio
ISP-2 liquido, sendo cultivado sob agitacao (120 rpm) a 37 °C por 48 h. Apds a obtencao
do pré-inéculo, um volume de 5 mL foi inoculado em Erlenmeyer de (150 mL), contendo
50 mL de meio indutor de protease (Extrato de levedura 5 g/L, Peptona 5 g/L, Fosfato
dibasico de potassio 10 g/L e Sulfato de magnésio 0,2 g/L, pH 8,5) contendo 1% (m/v) de
fonte de carbono. O ensaio foi incubado a 37 °C por 7 dias sob condic¢do estacionaria. Os
testes foram realizados em triplicata e as fontes de carbono avaliadas séo descritas a seguir.
Apos o periodo de incubacéo, o caldo metabolico foi filtrado em papel filtro de 125 mm
para a obtencdo do extrato bruto, que foi avaliado quanto a atividade proteolitica e
concentracdo de proteinas segundo Bradford (1976). Posteriormente, o material foi

armazenado a 4 °C.

3.3.3 Fontes de carbono

Diferentes fontes de carbono foram utilizadas no ensaio de producao de proteases,
visando identificar o melhor substrato para realizacdo dos ensaios posteriores: gelatina
(Royal®), farinha de trigo integral (in natura), soro de leite bovino (in natura), farinha de

soja (in natura) e p6 da folha de macaxeira (in natura).

4.3.4 Ensaio de atividade proteolitica

De acordo com Daroit e colaboradores (2009) a atividade proteolitica foi
determinada utilizando 30 pL do extrato e 50 pL de azocaseina 1% em tampdo Tris-HCI
50 mm, pH 8,5. Apo6s incubacdo a 45 °C por 1h, a reacdo foi interrompida pela adi¢cdo de
240 pL de acido tricloroacético (TCA) a 10% e as amostras foram centrifugadas por 5 min
a 10.000 rpm. A reag¢do foi neutralizada pela adi¢do de 280 pL de NaOH 1M a 160 pL e
foi realizada a leitura em espectrofotdmetro a 440 nm. Uma unidade (U) de atividade
proteolitica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para aumentar a
absorbancia em 0,001. Atividade especifica (U/mg) correspondeu a razdo entre a atividade

e a quantidade de proteinas na amostra. Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.3.5 Determinagéo da concentragéo de proteinas
Para a quantificacdo de concentracdo de proteinas totais foi utilizada metodologia

de Bradford (1976) e curva-padrao de albumina sérica bovina.
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4.3.6 Otimizacéo da producao de protease

Para determinar as melhores condicdes de producdo, foi utilizada a melhor fonte
de carbono segundo os resultados do teste descrito no tépico 2.4, que foi o p6 da folha de
macaxeira. Para avaliar o efeito de concentracdo da fonte de carbono, pH e temperatura na

producdo de proteases, realizou-se um planejamento fatorial 23 e um delineamento

composto central com pontos rotacionais (DCCR) (Tabela 1).

Tabela 1. Combinacdes dos fatores estudados no planejamento fatorial completo 2°
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Ensaio Temperatura pH Concentragao
1 30 (-1) 55(-1)55 04 (-1)
2 40 (+1) (-1) 0.4 (-1)
3 30 (-1) 8,5 (+1) 0,4 (-1)
4 40 (+1) 8,5 (+1) 04 (-1)
Planejamento 5 fatorial 30 (-1) 5,5 (-1) 1,6 (+1)
6 40 (+1) 5,5 (-1) 1,6 (+1)
7 30 (-1) 8,5 (+1) 1,6 (+1)
8 40 (+1) 8,5 (+1) 1,6 (+1)
9 10 35 (0) 7,0 (0) 1,0 (0)
Ponto central 35 (0) 7,0 (0) 1,0 (0)
11 35 (0) 7,0 (0) 1,0 (0)
12 35(0) 7,0 (0) 1,0 (0)

Com base nos resultados do planejamento 1, foi realizado um novo planejamento

(Tabela 2) no qual foram prescritos quatro niveis, codificados -1,689, -1, 0, +1 e +1,689.



3.3.7 Purificacdo parcial de protease

O extrato bruto (2 mL; 12,312 U/mg), obtido a partir da melhor condicéo de

producdo, foi aplicado em uma coluna (6,5 x 1,5 cm) de DEAE-Sephadex A25 (GE

Healthcare Life Sciences, Suécia) pré-equilibrada com Tris-HCI 50 mM pH 8,0. As

proteinas que ndo adsorveram & matriz foram coletadas na etapa de lavagem com o tamp&o

de equilibrio até que fosse atingida uma absorbancia menor que 0,025. Em seguida, as

proteinas adsorvidas foram eluidas com NaCl 1,0 M. Fragdes (2,0 mL) foram coletadas e

avaliadas quanto a absorbancia a 280 nm e aquelas com absorbancia maior do que 0,050

foram reunidas e dialisadas para a remocao do sal. Os pools de proteinas nao-adsorvidas

(P1) e adsorvidas (P2) foram avaliados quanto a atividade proteolitica.

Tabela 2. Combinacdes dos fatores estudados no planejamento fatorial completo DCCR.

30

Ensaios pH Temperatura Concentragao
1 4,5 (-1) 35,34 (-1) 1,0(-1)
2 7,5 (+1) 35,34 (-1) 1,0(-1)
3 4,5 (-1) 40 (+1) 1,0(-1)
4 7,5 (+1) 40 (+1) 1,0(-1)
5 4,5 (-1) 35,34 (-1) 2,0 (+1)

Planejamento

fatorial
6 7,5 (+1) 35,34 (-1) 2,0 (+1)
7 4,5 (-1) 40 (+1) 2,0 (+1)
8 7,5 (+1) 40 (+1) 2,0 (+1)
9 6,0 (0) 37,67 (0) 1,5 (0)
10 6,0 (0) 37,67 (0) 1,5(0)
11 6,0 (0) 37,67 (0) 1,5 (0)

Pontos centrais

12 6,0 (0) 37,67 (0) 1,5(0)
13 6,0 (0) 37,67 (0) 1,5(0)

14 3,477 (-1,682) 37,67 (0) 1,5(0)

15 8,523 (+1,682) 37,67 (0) 1,5 (0)

16  Pontos axiais 6,0 (0) 30,34 (-1,682) 1,5(0)



17 6,0 (0) 45 (+1,682) 1,5(0)
18 6,0 (0) 37,67 (0) 0,659 (-1,682)
19 6,0 (0) 37,67 (0) 2,341 (+1,682)
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3.3.8 Cromatografia de gel filtracdo

Para determinacdoda molecular nativa P2 foi cromatografado em coluna Hiprep
16/60 Sephacryl™ S-100 HR (60 cm x 16 mm) acoplada ao sistema AKTA Prime (GE
Healthcare Life Sciences, Suécia) e equilibrada com NaCl 0,15 M a um fluxo de 0,5
mL/min a 24 C. A amostra (200 pg) foi injetada e eluida (fracbes de 3,0 mL) com NaCl
0,15 M. Marcadores de massa molecular (albumina sérica bovina, 66 kDa, fetuina, 64 kDa,
ovoalbumina, 45 kDa, inibidor de tripsina de clara de ovo do tipo 11, 28 kDa, e tripsina,

25 kDa) foram similarmente cromatografados.

3.3.9 Caracterizacdo da atividade proteolitica em P2

Para a determinacdo do pH 6timo para a protease foram utilizados tamp&es com
diferentes valores de pH (5,0; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 9,0; 10,0 e 11,0). P2 foi incubado em
diferentes temperaturas (25, 35, 45, 55, 65, 75 e 85 °C) a fim de se determinar a

temperatura 6tima. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

A estabilidade térmica foi avaliada através de incubacéo de P2 a 40, 50 ou 60 °C
por 1, 10, 30 e 60 min na auséncia de substrato. As amostras foram entdo utilizadas para
avaliacdo da atividade proteolitica residual. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata.

A estabilidade frente a diferentes valores de pH foi realizada com amostras de P2
incubadas em diferentes tampdes na propor¢do de 1:1, enzima:tampdo (v/v). Foram
utilizados os tampdes: Mcllvaine pH 4,0 a 8,0, glicina pH 9,0 a 10,0 e carbonato de sodio
pH 11,0. Apds 24 h de incubagéo a 25 °C, foi determinada a atividade proteolitica residual,

conforme descrito anteriormente. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

A influéncia de inibidores enzimaticos também foi considerada usando 10 mM de
SDS (Sulfato sddico de dodecila), PMSF (Fluoreto de fenilmetilsulfonila) e EDTA (&cido
etilenodiaminotetracético) (WARANGKAR; KHOBRAGADE, 2010; MONICA et al.,
2013).



3.3.10 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi realizada segundo Moody e colaboradores (2004)
através de perfuragdo em &gar com a remogao do meio de cultura sélido com auxilio de
cilindros de 6-8 mm de didmetro para a formacao de poc¢os, nos quais foi inserido P2. A
atividade foi testada contra as cepas Staphylococcus aureus (UFPEDA 02), Escherichia
coli (UFPEDA 224), Klebsiella pneumoniae (UFPEDA 396), Shigella flexneri (UFPEDA
412) e Salmonella enterritidis (UFPEDA 414), todas obtidas da colecdo UFPEDA da
UFPE.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Visando minimizar os gastos e maximizar a producdo de proteases por S.
capoamus, utilizaram-se cinco fontes de carbono: soro de leite bovino, gelatina, farinha
de soja, farinha de trigo integral e o p6 da folha de macaxeira, substituindo a glicose no
meio indutor de protease. Durante o processo fermentativo, 0s microrganismos degradam
a biomassa vegetal através da producdo de enzimas extracelulares (SANTOS et al., 2011).

Os melhores resultados foram observados utilizando pé da folha da macaxeira (Figura 1).
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Figura 1. Produgéo de proteases extracelulares por S. capoamus utilizando diferentes fonte de
carbono em substituigao a glicose.
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As folhas de macaxeira sdo ricas em proteinas, fibras, minerais, vitaminas (A e C)
e Pcaroteno. As proteinas da folha sdo ricas em acidos glutdmico e aspartico e em leucina.
O processamento permite a obtencdo de farinha de macaxeira dentro da faixa ndo toxica
(TROBINI; LEONEL, 2014).

Tendo o p6 da folha de macaxeira como melhor fonte de carbono, realizou-se um
planejamento fatorial de 2° com quatro pontos centrais para auxiliar na estimativa do erro
experimental, sendo avaliados as variaveis de pH (5,5; 7,0 e 8,5), temperatura (30, 35 e 40°C)
e a concentracdo de po da folha de macaxeira (0,4%, 1,0% e 1,6%) na producdo do complexo
proteolitico excretado pela S. capoamus isolada da rizosfera da Caatinga. De acordo com o
primeiro delineamento experimental, foi possivel observar que ndo teve nenhum fator
significativo na otimizacdo da producdo do complexo enziméatico com proteolitico, conforme o

diagrama de Pareto (Figura 2).
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Figura 2. Grafico de Pareto do primeiro planejamento 22 com quatro pontos centrais para a
producéo de protease por Streptomyces capoamus, em fermentacao liquida com condicéao
estacionaria por 7 dias.
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Com base no primeiro planejamento e com a finalidade de aperfeigoar o processo de
producdo do complexo enzimatico, um novo delineamento composto central com pontos
rotacionais (DCCR) foi realizado. De acordo com gréafico de Pareto (Figura 3), houve
correlacdo significante com os 3 fatores entre as variaveis. Uma das variaveis independentes
que isoladamente teve significancia foi a da concentracdo da fonte de carbono, o pé da folha
de macaxeira, a qual influenciou positivamente a producédo da protease, numa concentragéo de
2%. Outra variavel independente, a temperatura, apresentou um efeito significativo e positivo.
O resultado indicou que as melhores condicBes para producdo da protease sdo 2% do pd da
folha de macaxeira e 40 °C (Figura 4). Bhavani et al. (2012), estudando a linhagem mutante
Streptomyces venezuelae, também obtiveram melhor resultado na produgéo da protease a 40
°C.
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Figura 4. Superficie de resposta da relacdo entre concentracdo versus temperatura versus
atividade proteolitica
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As variaveis independentes pH e concentracdo da fonte de carbono (Figura 5) e pH e
temperatura (Figura 6) também apresentaram um efeito significativo e positivo para
maximizacdo da protease Diante dos graficos de superficie de reposta, todas as varidveis
independentes influenciam significativamente na produgdo proteolitica, sendo as melhores

condicBes pH 7,5, temperatura 40 °C e concentragédo de po da folha de macaxeira de 2%.

Figura 5. Superficie de resposta da relacdo entre concentracdo versus pH versus atividade
proteolitica
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Figura 6. Superficie de resposta da relacdo entre temperatura versus pH versus atividade
proteolitica.
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O extrato obtido nas melhores condi¢des de producdo foi entdo submetido a
cromatografia de troca idnica (Figura 7). O pico de proteinas ndo-adsorvidas (P1) nao
apresentou atividade proteolitica, enquanto o pico de proteinas adsorvidas (P2) apresentou

atividade especifica de 33,70 U/mg.

Figura 7. Cromatografia de troca idnica do extrato bruto do liquido metabdlico de S.
capoamus em matriz DEAESephadex
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Tabela 4. Sumério de purificacdo de protease a partir do extrato bruto do liquido metabolico
de S. capoamus.

Amostra Atividade Proteina Atividade especifica Rendimento (%)
Total (V) Total (mg)  (U/mg)

Extrato 179,12 1,241 144,24 100

P2 28,12 0,848 33,7 15,69

P2 foi entdo submetido a cromatografia de gel filtracdo para avaliacdo da massa
molecular nativa das proteinas presentes. Interessantemente, apenas um Gnico pico proteico
foi detectado (Figura 8), sugerindo a homogeneidade da preparacdo. A proteina presente

nesse pico apresenta uma massa molecular nativa de 14 kDa.

A protease presente em P2 foi entdo caracterizada quanto a temperatura 6tima. A
temperatura 6tima foi de 65 °C (Figura 9). Entretanto, observa-se que a atividade da enzima se
manteve relativamente estavel em temperaturas entre 35 e 65 °C. Esse resultado qualifica essa
protease como moderadamente termoativa. Nassar e colaboradores (2015) relataram como uma
temperatura 6tima de 60°C, para protease alcalina produzida por Bacillus amyloliquefaciens

isolada do solo do Delta do Nilo do Egito.

Figura 8. Cromatografia de gel filtracdo de P2 em coluna Hiprep Sephacryl 16/60 S100-HR
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Figura 9. Atividade proteolitica de P2 em diferentes temperaturas de incubacao
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O perfil de atividade de P2 em diferentes valores de pH revelou que a enzima se
manteve estavel em valores de pH entre 5,0 e 8,0 (Figura 10). Observou-se que no pH 8,0
a atividade proteolitica foi maxima, caracterizando o pH 6timo. Simkhada et al. (2010)
afirmamram que a faixa de pH neutro ou alcalino apresentou melhores resultados para a
producédo de uma protease por Streptomyces sp. CS684. Moreira e colaboradores (2001)
obteve um pH 6timo de 8,0 para proteases alcalinas produzidas pelo Streptomyces

clavuligerus.

Figura 10. Atividade proteolitica de P2 em diferentes valores de pH de incubacédo
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A estabilidade da protease previamente incubada em diferentes valores de pH foi
avaliada. Os resultados indicaram uma grande estabilidade em todos os valores de pH testados,
mantendo atividade maxima quando incubada em pH 10,0 conforme o resultado da Tabela 4.
A protease presente P2 demonstrou estabilidade frente ao aquecimento prévio por até 60 min,

que corrobora com a Figura 9 e a uma temperatura de 50 e 60 °C; no mesmo periodo, 0 ensaio
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realizado com a enzima incubada previamente a 30 °C mostrou instabilidade (Figura 11). Ao
contrario do relatado por Nassar e colaboradores (2015) para a protease alcalina de Bacillus

amyloliquefaciens, que tem atividade instavel na temperatura 6tima.

Tabela 5. Estabilidade da protease presente em P2 apds incubagdo em diferentes valores de pH

pH Média atividade residual % Desv padr %
6,0 63,94736842 0,744323
7,0 70,26315789 3,721615
8.0 78,28947368 0,186081
9,0 95,65789474 2,41905
10,0 100 0,186081

A atividade proteolitica de P2 foi inibida principalmente por DTT (Tabela 5), sugerindo
a presenca de pontes dissulfeto importantes para manutencao da estrutura funcional da enzima.
A protease mostrou uma melhor resisténcia ao agente desnaturante SDS, tendo a atividade
reduzida em 29%. Os outros inibidores, EDTA e PMSF, indicando que a enzima provavelmente

ndo é uma metalo ou serino protease.

Figura 11. Estabilidade térmica da protease presente em P2 apés prévia incubagéo
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Tabela 6. Efeito de inibidores na atividade proteolitica de P2.

Inibidores % de inibicao
SDS 29,63
EDTA 18,36
DTT 74,31
PMSF 11,74
Pepstatina A 11,92
E-64 13,63
BESTATINA 22,35

A atividade antimicrobiana de P2 foi testada e verificou-se que ndo houve

inibicdo do crescimento de nenhum dos micro-organismos testados.

3.5 CONCLUSAO

Streptomyces capoamus isolada da rizosfera de planta da Caatinga é capaz de
produzir proteases, sendo a melhor fonte de carbono o pé de folha de macaxeira e as
condicdes 6timas de fermentacao 2,0% da fonte de carbono, 65 °C, pH 7,5 em condi¢do
estacionaria por 7 dias. Uma protease termoativa e alcalina de aproximadamente 14 kDa

foi parcialmente purificada a partir do extrato bruto do liquido metabdlico.
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condicdes: 2,0% de pd da folha de macaxeira, 40 °C, pH 7,5, em condicdo estacionaria

por 7 dias de fermentacao.
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como a presenca do agente desnaturante SDS.
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