UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS - UFAM
PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL DE POS-GRADUACAO
EM BIOTECNOLOGIA - PPGBIOTE
DOUTORADO EM BIOTECNOLOGIA

PROTEASES PRODUZIDAS POR BACTERIAS DA AMAZONIA COM

POTENCIAL FIBRINOLITICO

JANUARIO GAMA DOS SANTOS

MANAUS
2009



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS - UFAM
PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL DE POS-GRADUACAO
EM BIOTECNOLOGIA - PPGBIOTE
DOUTORADO EM BIOTECNOLOGIA

JANUARIO GAMA DOS SANTOS

PROTEASES PRODUZIDAS POR BACTERIAS DA AMAZONIA COM
POTENCIAL FIBRINOLITICO

Tese apresentado no Programa Multi-
Institucional de  PoOs-Graduacdo em
Biotecnologia da Universidade Federal do
Amazonas, como parte do requisito para
obtencdo do titulo de Doutor em
Biotecnologia, area de concentracdo Saude.

Orientadora: Prof* Dra. Maria Francisca Simas Teixeira

Co-Orientadora: Prof* Dra. Ana LUcia Figueiredo Porto

MANAUS
2009



Ficha Catalografica

{Catalogacdo realizada pela Biblioteca Central da UFAM)

5237p

Santos, Januirio Gama dos

Proteases produzidas por bactérias da Amazdnia com potencial

hbrnolitico [ Januére Gama dos Sanios. - Manaws: UFAM, 2009,
30l

Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Universidade Federal do
Amazonas, 2009

Ornentadora: Prof. Dra. Mana Francisca Simas Texeira

Co-orientadora: Prof® Dra. Ana [icia Figueiredo Porto

|. Enzimas — aplicagbes industriais 2. Protease 3. Enzimas
hidroliticas 4. Enzimas Obrinoliticas 1. Texera, Marna Francisca
Simas (Orient.} . Porto, Ana Licia Figueiredo {Co-orent) 1L
Umversidade Federal do Amazonas 1V, Titulo

CDU 663.18{043.2)




JANUARIO GAMA DOS SANTOS

ISOLAMENTO, IDENTIFICACAO DE BACTERIAS PROTEOLITICAS
NO SOLO DA AMAZONIA COM POTENCIAL FIBRINOLITICO

Tese apresentado no Programa Multi-
Institucional de  PoOs-Graduagdo em
Biotecnologia da Universidade Federal do
Amazonas, como parte do requisito para
obtencdo do titulo de Doutor em
Biotecnologia, area de concentracdo Saude.

Aprovada em 04 de julho de 20009.

BANCA EXAMINADORA

Prof® Drd. Maria Francisca Simas Teixeira, Presidente
Universidade Federal do Amazonas - UFAM

Prof® Dr. Ana Lucia Figueiredo Porto. Membro
Universidade Feral Rual de Pernanbuco - UFRPE

Dr2. Ormezinda Celeste Cristo Fernandes, Membro
FIOCRUZ - Amazonas

Dra. lla Maria de Aguiar Oliveira, Membro
Universidade Federal do Amazonas - UFAM

Dra. Raquel Borges Moroni, Membro
Universidade Federal do Amazonas - UFAM



:j\\ UNIVERSIDADE FEDERAL BO AMAZONAS
PROGRAMA MULTISNSITYUCHONAL DE

FOS-CRADUACAQO EAM BIOTECNOLOGIA
UFAM

No dia 06 de agosto de 2009 as 15:00 horas no Auditério da
Quimica, Bioco "B'- Setor Sui — UFAM, Januario Gama dos Santos defendeu
sua Tese de Doutorade intitulada “Caracterizagdo de Proteases Produzidas

por Bactérias da Amazdnia com Potencial Fibrinolitico”.

Banca de Examinadores:

Membros “Parecer __ Assinatura
Aprovada (<) i
- . - . (/-/)
Dra, Maria Francisca Simas Teixeira (Or!enladom) Reprovado { ) é}LA
PP Aprovado (3¢)
Dra. Ana Lucia Figueredo Porto — (UFRPE)
Reprovado ()
Aprovado (=)
Dra. Ormeznda Celesie C. Fermandes — (FIOCRU
i D |reproveco () i huaszinda & L?ﬂ«,_z{—
Dra. lla Maria da Aguiar Qliveira — (UFAM) 3 o el -
Reprovado () | Jfr Mo e A Ivene. .
2 Aprovado (34) L i
Dra. Raquel Borges Moroni — UFAM Resscvado( Kooy 2}.,-,%,, TG ohw

Resuitado Final:  Aprovado (¥}
Reprovade ( )

Manaus, 06 de agosto de 2005.

ggofdenador do PPGRIOTEC

Ahe O De. aw Cormne. Sann diress el o

mu,w MMAM P"J("‘ oo .)uwwwmm“* , anclgmdo a—

LLLM?D Ao Mul.o' dia. Sna ‘-M ) stonan pwo’wdm o Lac _
i.k./\wp o o Y CLs—rr. P\Q 1\.«/\@_}— MW \A,}MB’ e pAMAD




Aos meus pais Miguel Gama dos Santos e
Alice Alpino dos Santos “in memorian”



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela forca invisivel

A professora Dr® Maria Francisca Simas Teixeira, pela orienta¢do, incentivo, amizade e
oportunidade que me proporcionou para realizacdo deste trabalho.

A Professora Dr? Ana Lucia Figueiredo Porto, pela Orientagdo amizade, paciéncia confianca
e incentivo.

Aos meus familiares, Maria do Carmo, Jhana, Jhena e Jhoina por todo carinho e paciéncia,
apoio e incentivos na realizacdo deste trabalho.

Aos meus irmdos Serafim, Maria e Luzia Gama dos Santos pelo incentivo durante a
realizagdo dos meus estudos.

Ao Raimundo Felipe da Cruz Filho, meus agradecimentos especiais pela colaboracédo
durante a realizacao das atividades préaticas e preparacdo das publicacdes.

Aos Professores da disciplina de Microbiologia Paulo Cesar Carvalho Montenegro, Takeshi
Matsuura, Raque Borges por todo Carinho paciéncia a mim dispensado durante todo
desenvolvimento deste trabalho cientifico.

A todos 0s meus demais amigos e companheiros do Laboratorio de Microbiologia Vicente
Correa, Flavio Becker e Rogério Monteiro Rocha por toda ajuda, paciéncia e
colaboracéo.

Ao Professor Dr. Fabio Marroni e a Dra. Ormezinda Celeste pelo incentivo durante a
realizacdo deste trabalho.

A Universidade Federal do Amazonas pela oportunidade da realizacdo desta pesquisa.



Deus esta aqui neste momento

Sua presenca € real em meu viver
Entregue sua vida e seus problemas
Fale com Deus, ele vai ajudar voce.
( Padre Reginaldo Manzotti)



RESUMO

As bactérias, entre os demais microrganismos, sdo fontes naturais de uma variedade de
enzimas, inclusive de proteases do grupo fibrinolitico. Estas enzimas tém como principal
funcdo, catalisar a clivagem de ligacBes peptidicas de proteinas, sdo amplamente utilizadas
em diversos segmentos industriais e processos biotecnoldgicos representando
aproximadamente 60% do total de enzimas comercializadas no mundo. As proteases com
atividades fibrinoliticas sdo capazes de lisar a fibrina prevenindo ou currando doencas
tromboticas pela degradacdo de codgulos sanguineos. Estas enzimas vém ganhando
importancia na area medica, farmacéutica e de alimentos devido a eficicia da agdo
fibrinolitica e pela possivel aplicagdo das mesmas no tratamento de distarbios
cardiovasculares. Neste trabalho trinta colénias de bactérias do género Bacillus, isoladas de
amostra de solo da Amazdnia contaminada com petroleo foram estudadas quanto seu
potencial proteolitico e fibrinolitico. Nas analises do potencial proteolitico prevaleceu o
Bacillus subtilis (21%) e Bacillus circulans (13%). Os trinta isolados foram submetidos a
fermentacdo submersa por 24 horas e, do extrato enzimatico produzido foi realizada a
determinacéo da atividade proteolitica e da atividade fibrinolitica. O maior valor obtido para a
atividade proteolitica foi de 7,073U/mL e para a atividade fibrinolitica ocorreu a formacéo de
halos em placa de fibrina no Bacillus B 16 . Os resultados demonstraram o potencial de
producdo de proteases. A atividade fibrinolitica foi apresentada no Bacillus B16, selecionado
para a caracterizacao das proteases que expressaram atividade numa ampla faixa de pH e em
todas as temperaturas testadas (25°C a 80°C), exibindo dtima atividade em pH 8,4 e 45°C,

respectivamente.

Palavra-Chave: Solo, Bacillus, Protease, fibrinolitico



ABSTRACT

The bacteria, among other microorganisms, are natural sources of a variety of
enzymes, including proteases of the fibrinolytic group. These enzymes are mainly
responsible, catalyze the cleavage of peptide bonds of proteins, are widely used in various
industries and biotechnological processes representing approximately 60% of the enzymes
marketed worldwide. Proteases with fibrinolytic activity are capable of lysing fibrin
preventing thrombotic diseases or corrals for the degradation of blood clots. These enzymes
are gaining importance in medical, pharmaceutical and food due to the effectiveness of
fibrinolytic action and the possible application of the same in the treatment of cardiovascular
disorders. In this work thirty colonies of bacteria of the genus Bacillus, isolated from soil
sample contaminated with oil in the Amazon. Were studied for their potential proteolytic and
fibrinolityc. In the analysis of the potential fibrinolytic prevailed Bacillus subtilis (21%) and
Bacillus circulans (13%). The thirty isolates were subjected to submerged fermentation for 24
hours, and the enzymatic extract produced was performed to determine the proteolytic activity
and fibrinolytic activity. The highest value obtained for the proteolytic activity was 7.073 U /
mL, and fibrinolytic activity occurred in the formation of halos in Bacillus fibrin plate B 16.
The results demonstrated the potential of producing proteases. A fibrinolytic activity was
shown in Bacillus B16, selected for the characterization of proteases expressed that activity in
a wide pH range and at all temperatures tested (250C to 800C), showing optimal activity at

pH 8.4 and 450C, respectively.

Keyword: Soil, Bacillus protease, fibrinolytic
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos sdo fontes renovaveis de biocatalisadores, todavia o custo de
producdo das enzimas e o processo de downstream sdo os obstaculos contra o sucesso da
aplicagdo de proteases nos diversos ramos industriais (PENG et al., 2005). Contudo, nas
altimas décadas diversas pesquisas estdo em desenvolvimento a fim de analisar e isolar
microrganismos para a producéo, purificacdo e caracterizagcdo das proteases com atividade
fibrinolitica (WANG et al., 2009).

Proteases de origem microbiana sdo enzimas hidroliticas, que ndo s6 desempenham
papel importante no metabolismo celular, mas também ganharam importancia em setores
industriais. Na atividade fibrinolitica vem ganhando importancia na area medica e
farmacéutica, devido a eficacia dos agentes fibrinoliticos aplicados no tratamento de
disturbios cardiovasculares (PENG et al., 2005). A agregacdo de fibrina, uma proteina
primaria componente dos coagulos sanguineos é responsavel pelo aparecimento destes
disturbios. A trombina (EC 3.4.21.5) e dissolvida pela enzima fibrinolitica, plasmina (EC
3.4.21.7), que mantém o fluxo sanguineo em sitios de lesdo vascular e € um importante
componente da resposta hemostatica normal (CHOI; KIM, 2000).

Existem mais de vinte enzimas no corpo que contribuem com a coagulacdo do sangue
enquanto gque apenas uma, a plasmina, pode quebrar e remover o codgulo (AGREBI et al,
2009).

Agentes fibrinoliticos que estdo disponiveis para uso clinico sdo ativadores de
plasminogénio, como a uroquinase e o ativador bacteriano do plasminogénio, estreptoquinase.
Apesar de sua ampla utilizacdo, estes agentes fibrinoliticos apresentam desvantagens como
meia-vida curta, altos custos, riscos de reacdes alérgicas e complicacGes hemorragicas. Assim,
a investigacao de agentes fibrinoliticos de outras fontes continua (OMURA et al, 2005) As

enzimas fibrinoliticas foram descobertas em veneno de cobra (HE et al., 2007), insetos (AHN
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et al., 2003), criaturas marinhas (WANG et al, 2007) e em alimentos fermentados por Bacillus
subtilis natto (OMURA et al, 2005), além de processos fermentativos envolvendo diversos
microorganismos, principalmente bactérias do género Bacillus, que tem sido amplamente
estudados devido seu potencial em produzir proteases fibrinoliticas

As proteases fibrinoliticas devido a eficiéncia na lise de coagulos dos vasos
sanguineos estdo sendo estudadas para fins terapéuticos (WANG et al., 2009). De acordo com
0 mecanismo de acao, os agentes tromboliticos tipicos de origem microbiana sdo classificados
como ativador do plasminogénio do tipo tecidual e uroquinase, os demais sdo proteinas
semelhantes a plasmina (nattoquinase e lumbroquinase) que degradam a fibrina nos coagulos
sanguineos, assim dissolvendo rapida e completamente os trombos (PENG et al., 2003).

Com relacdo as enzimas fibrinoliticas, muitas tentativas experimentais tém sido
realizadas para melhorar a expressdo dessas enzimas, incluindo a selecdo de um meio de
cultura ideal, a otimizacao das condi¢des ambientais de cultivo e, através engenharia genética,
para obtencéo de estirpes com alta expressdo da enzima (PENG et al., 2005).

As bactérias do género Bacillus spp., entre 0s demais microrganismos sao fontes de
uma variedade de enzimas fibrinoliticas do tipo intra e extracelular, a exemplo da
natoquinase, protease produzida por B. subtilis nato, potencial candidata a um farmaco para o
tratamento e prevencdo de trombo (KO et al., 2004; SEO; LEE, 2004).

Falahatpshe et al. (2007) relata que a partir de 2005 houve o aumento de 1,0 a 1,2
bilhdes de ddlares na demanda mundial das enzimas proteoliticas devido a ampla aplicacédo
dessas enzimas nos diversos segmentos industriais. Desta forma, tendo em vista que cerca de
20% da biodiversidade mundial esta concentrada no Brasil, sobretudo na Floresta Amazonica,

considerada fonte inestimavel de matérias-primas (SOUZA et al., 2004).
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2 JUSTIFICATIVA

As enzimas desempenham papel fundamental no ciclo de nutrientes no solo e séo
originérias de diversos grupos microbianos. Essas atividades sdo frequentemente usadas como
indice de atividade microbiana uma vez que sdo importantes catalisadoras de uma rede de
reacOes necessdrias aos processos vitais dos microrganismos, decomposicdo de residuos
organicos, formacgdo da matéria organica e estrutura do solo (BATISTA, 2007).

Em funcdo dessa atividade realizada pelos microrganismos para o aproveitamento da
matéria organica, tais seres vivos representam excelente fonte de enzimas para aplicacdo
industrial, especialmente devido a facilidade de manipulacdo genética e a ampla diversidade
bioquimica (GODFREY; WEST, 1996).

Um classico exemplo dessas enzimas sdo as proteases fibrinoliticas usadas no
tratamento de patologia cardiovasculares. O relatério da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) demonstra que anualmente 17 milhdes de pessoas morrem de doencas
cardiovasculares (DCV). Nesse contexto, uma das principais causas, entre a variedade de
DCV vem sendo a trombose, isto €, formacdo de coadgulo de sangue, cujo principal
componente protéico desses coagulos - a fibrina - é formada a partir de fibrinogénio via
proteolise pela trombina (PENG et al., 2005; SEO; LEE, 2004).

Entretanto, os coagulos de fibrina podem ser hidrolisados por proteases fibrinoliticas
evitando a trombose que ocorre oriundo de transtornos organicos. No processo de degradacéo
de espécies homeotérmicas, a fibra de fibrina insoltvel € hidrolisada pela plasmina formada a
partir de plasminogénio, por ativadores plasminogénio, como ativador do plasminogénio
tissular (t-PA), ativador do plasminogénio vascular, ativador plasminogénio do sangue,
uroquinase, fator Hagemano e complexo plasminogénio streptoquinase (KIM et al., 2008).

Atualmente, a natoquinase uma enzima trombolitica, sintetizada a partir do Bacillus

subtilis natto, esta disponivel comercialmente em varios alimentos fermentados com a
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finalidade de combater trombose, processo que conduz ao infarto do miocéardio e a outras
doencas cardiovasculares. As enzimas fibrinoliticas microbianas sdo empregadas nas terapias
afins, predominantemente, em funcdo dos baixos custos e por ndo apresentarem efeitos
colaterais indesejaveis (PENG et al., 2005).

Devido as propriedades proteoliticas dos microrganismos, inimeras pesquisas vém
sendo realizadas para descobertas, especialmente de Bacillus produtores dessas enzimas que
também podem retardar o envelhecimento, removendo as proteinas danificadas pelos radicais
livres que auxiliam no desenvolvimento de doengas como o cancer, diabetes, aterosclerose e
outras doencas degenerativas (FUJITA et al., 1993).

Considerando a importancia medicinal das proteases e a necessidade da descoberta de
novas fontes fibrinoliticas, esta pesquisa se justifica devido ao grande potencial

microbiolégico da Amazonia e a ampla utilizagdo dessas enzimas no ambito biotecnologico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Isolar e identificar bactérias produtores de enzimas proteoliticas de amostra de solo
contaminado com petroleo, no Estado do Amazonas, para selecionar e caracterizar uma

enzima com potencial fibrinolitico.

3.20Dbjetivos Especificos
v' Isolar e identificar bactérias produtoras de enzimas proteoliticas;
v Selecionar uma espécie com potencial fibrinolitico entre os bacilos produtores de
proteases;

v/Caracterizar as proteases dos bacilos isolados quanto ao pH e a temperatura e pH 6tima
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4 REVISAO DE LITERATURA

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 condi¢cfes ideais por longo periodo, sem perda
significativa da atividade (GUPTA et al., 2002; UYAR; BAYSAL, 2004).

Apesar da longa lista de microorganismos produtores de protease, apenas
determinadas espécies sdo consideradas adequadas para a exploracdo comercial, classificados
como seguros (Generally recognized as safe - GRAS), ndo-toxicos e nao-patogénicos
(GUPTA et al., 2002; NELSON; COX, 2000).

Leveduras, fungos filamentosos, actinomicetos e outras bactérias sdo fontes especiais
de enzimas proteoliticas, com predominancia das proteases do tipo alcalina e serina. Entre as
bactérias, os Bacillus constituem um dos principais grupos proteoliticos microbianos que
predominam nos diversos ecossistemas, sendo que a maioria produz protease alcalina, como
B. licheniformis, B. subtilis, B. amyloliquifaciens, B. mojavensis, (DUTTA; et al., 2005;
GUPTA,; et al., 2002; NELSON; COX, 2000; WANG et al., 2006).

Em geral, a sintese de protease em Bacillus é constitutiva ou parcialmente induzivel e
controlada por mecanismos complexos, transitoriamente, entre o crescimento exponencial e a
fase estacionaria. Todavia esta comprovado que as condi¢fes de luminosidade, pH e aeracédo
influenciam no rendimento dessas enzimas durante o processo de produgdo “in vitro”.
(KUMAR; TAKAGI, 1999).

Entre outras enzimas, as proteases constituem um dos grupos comercialmente de alto
valor, com, tém extensa aplicacdo em produtos e processos industriais, incluindo detergentes,
alimentos, farmacéuticos, couro, seda e recuperacao de prata dos filmes fotogréaficos e raio-X

(ABIDI et al., 2008; SILVA NEVES et al., 2006; NELSON; COX, 2000).
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Kumar e Takagi (1999) citam que filme de raio-X contém aproximadamente 1,5 a
2,0% de prata nas camadas de gelatina. Na prética, esses filmes sdo queimados para
recuperagdo da prata, processo que provoca um grande problema de poluicdo ambiental.
Assim, a hidrolise enziméatica das camadas de gelatina do filme permite a reciclagem da prata
e do poliéster.

Outras aplicacbes de enzimas proteoliticas sdo na formulacdo de biofarmacos, como
aditivo em produto para limpeza de lente de contato e solugdo esfoliante (ANWAR,;
SALEEMUDDIN, 2000). Todavia, para uso terapéutico, pancreatina, asparaginase,
colagenases, estreptoquinase, estafiloquinase, uroquinase, glutaminase e hialuronidase séo as
que tém destaque nas aplicacdes biomédicas (CHANG et al., 2000).

Como agentes terapéuticos, as proteases tém um mercado significativo associado a
excelentes possibilidades de expansdo a partir de novas informacdes cientificas que possam
explicar o mecanismo de acdo e os efeitos desses biocatalisadores nos processos clinicos
(CHANG et al., 2000).

Ainda para fins medicinais, tém aumentado as investigacdes a cerca das proteases
fibrinoliticas, enzimas capazes de degradar diferentes tipos de coagulos sanglineos por
apresentar alta especificidade a plasmina que desempenha importante papel na coagulacéo.
Estas enzimas encontradas no plasma sao responsaveis pela conversdo do plasminogénio em
sua forma ativa a plasmina, por hidrolise. Normalmente sdo sintetizadas nas células
endoteliais dos vasos sanguineos, existindo em todos 0s organismos humanos, como artérias,
veias e sistema linfatico, a medida que o corpo envelhece diminui a sintese desta
macromolécula. Dessa forma, a pouca producdo dessas enzimas pode levar ao
desenvolvimento de condi¢bes tromboticas em qualquer parte do corpo (CHANG et al.,

2000).
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O uso de enzimas fibrinoliticas no tratamento de doencas iniciou-se com o
conhecimento de que a lise da fibrina pode ser efetuada “in vivo” através de um processo que
envolve a conversdo de plasminogénio a plasmina e, de que ativadores do plasminogénio
podem produzir fibrindlise controlada. A partir dessas comprovagdes, o0s estudos para
descoberta de novos produtos tromboliticos tem tido importdncia na area de salde,
essencialmente para tratamento de doencas cardiovasculares (PENG et al., 2005).

A primeira geracdo de agentes antitrombdticos inclui a estreptoquinase bacteriana e a
uroquinase produzida a partir da urina humana. A crescente incidéncia de doencas
tromboembolicas tem estimulado a busca de novos agentes, inclusive com utilizacdo da
tecnologia do DNA recombinante, capazes de estimular com maior especificidade os sistemas
fibrinoliticos naturais (PIERARD; BOLLEN, 1990; BICKERSTAFF, 1987).

De acordo com citacdes de Gupta et al. (2002), as enzimas fibrinoliticas sdo tambem
recomendadas no combate ao envelhecimento, removendo as proteinas danificadas pelos
radicais livres que facilitam o desenvolvimento de doencas, como cancer, diabetes e outras
doencas degenerativas. Além disso, as proteases colagenoliticas e fibrinoliticas tem grande
aplicacdo como cicatrizantes, na forma de pomadas e cosméticos (PENG et. al., 2005).

Apesar da existéncia de outros agentes antitromboliticos de uso corrente como
uroquinase, alteplase, anistreplase, reteplase e asparaginase as enzimas fibrinoliticas de
origem microbiana, influenciadas pelo seu baixo custo e, por ndo apresentar efeitos colaterais,
estimula novas pesquisas que deve ser incentivadas com objetivo de isolar outras fontes de
enzimas fibrinoliticas (DEWICK, 2002; WANG et al., 2006).

Nesse contexto, 0s microrganismos sdo importantes fontes de recursos para agentes
antitromboliticos. As estreptoquinase de Streptococcus hemoliticos e estafiloquinase de
Staphylococcus aureus foram os primeiros agentes eficazes na terapéutica antitrombolitica

(ZHANG, 2002). Ao longo dos anos, outras enzimas fibrinoliticas provenientes de diferentes
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microrganismos foram descobertas a partir de Bacillus (CHOI; KIM 2000; PENG; ZHANG,
2002).

Peng et al. (2005) descrevem B. subtilis BK-17, B. subtilis Al, B. subtilis 168,
Actinomyces thermovulgaris, Streptomyces megasporus SD5, Streptomyces spheroids M8-2 e
Streptomyces sp. Y405, como bactérias produtoras das enzimas fibrinoliticas, cujas
propriedades fisioldgicas e quimicas foram caracterizadas e sua eficacia comprovada como
agente para tratamento na terapia antitrombolitica.

Enzimas fibrinoliticas pertencentes ao grupo das metaloproteases exigem ions
metalicos bivalentes (Zn** e Mg**, Ca** e Mg**, Co® * e Hg?") para atividade. Tém pH 6timo
entre 6,0 e 7,0, com excec¢do de certos grupos que tem 6timo pH na faixa de 10,5 (LEE et al.,
2001; LIU et al., 2005; KIM et al., 1997).

Nas altimas décadas, na comunidade asiatica, enzimas fibrinoliticas de origem
microbiana s@o constituintes de alimentos fermentados a base de soja, peixe ou de molhos
(Tabela 1), produtos que sdo consumidos com objetivo de prevenir as tromboses e outros

acidentes cardiovasculares (PENG et al., 2005).

Microrganismos Alimentos Nome da Enzima
Bacillus subtilis natto Natto (Japan) Natoquinase, NK
Bacillu samyloliquefaciens DC-4 | Douchi (China) Subtilisin DFE
Bacillus sp. CK Chungkook-jang (Korea) CK
Bacillus sp. DJ-4 Doen-jang (Korea) Subtilisin DJ-4
Bacillus sp. DJ-2 Doen-jang (Korea) bpDJ-2
Bacillus sp. KA38 Jeot-gal (Korea) Jeot-gal enzyme
B. subtilis QK02 Fermentedo de soja QK-1 and QK-2
Bacillus firmus NA-1 Natto Natoquinase
B. subtilis IMR-NK1 Natto Natoquinase
Bacillus sp KDO-13 Molho de soja (Korea) Natoquinase

Tabela 1. Bacillus fibrinoliticos associados a alimentos fermentados comercializados em
paises Asiaticos.Fonte: Peng et al., 2005

A natoquinase, protease fibrinolitica sintetizada a partir do Bacillus natto ja esta
disponivel comercialmente em varios alimentos fermentados, como aditivo alimentar,

otimizados para prevenir a trombose (PENG; ZHANG, 2002).
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De acordo com o0s seus mecanismos cataliticos as enzimas com propriedades
fibrinolitica sdo classificadas em serina protease (NK, subtilisina PFED, e CK) e
metaloproteases (Jeot-Gal enzima, AMMP, e Baciloquinase Il). As enzimas fibrinoliticas do
tipo serina proteases geralmente sdo ativas em pH neutro e alcalino, com atividade 6tima nos
valores de pH entre 8,0 e 10; peso molecular com intervalo entre 27,7 e 44 kDa, A
temperatura 6tima tem uma vasta gama, entre 30 e 70 °C (KIM et al., 1996; KIM; CHOI,
2000), principalmente de cerca de 50°C. Quase todas as proteases serina fibrinolitica
pertencem a subtilisina de Bacillus sp. Enquanto as enzimas fibrinoliticas do grupo
metaloproteases expressam sua atividade na presenca de ions metalicos bivalentes tais como
Co *? e Hg *? para enzimas de Bacillus sp. e pH 6timo de atividade entre os valores 6,0 e 7,0.

(PENG et al., 2005).



23

5 METODOLOGIA

5.1 Isolamento e identificacdo de bactérias proteoliticas de amostras de solo

Para o isolamento e identificacdo das bactérias proteoliticas foram analisadas 30 amostras de
solo contaminado com petréleo, no Estado do Amazonas. Um grama de cada amostra de solo,
adicionado em 9 mL de &gua peptonada 1% (p/v), em tubo de ensaio de 16,5 mm x 150 mm
foi submetido a choque térmico (80°C) por 12 minutos, para eliminar as formas vegetativas
de outras bactérias permanecendo somente bactérias esporuladas do género Bacillus, em
seguida colocado em banho de gelo por cinco minutos (SARAIVA et al., 2007; SANTOS et
al., 2007). Posterior a esse tratamento, 1000 pL desta solucdo, foi semeado em agar gelatina-
leite, pH 7,0, em placas de Petri de 100 x15 mm. As placas foram incubadas a 37°C por 24
horas (PATEL et. al. 2006). Seguido ao processo de isolamento e purificacdo, as bactérias
protease positiva foram identificadas segundo a metodologia recomendada por Barrow e

Feltham (1999).

5.2 Determinacéo da atividade proteolitica em meio solido

Para determinacdo da atividade proteolitica em meio sélido, as bactérias protease
positiva foram cultivadas em agar gelatina leite pH 7,0 (PATEL et. al. 2006) e a atividade foi
monitorada (SIQUEIRA, 2007). A atividade enzimatica (Pz) foi expressa conforme a
expressdo citada a seguir, considerando-se Pz = 1,0 (auséncia de atividade); Pz < 1,0
(atividade proteolitica positiva).

S = didmetro da col6nia
didmetro da colénia x didmetro do halo

Equacdo 01: Determinacdo da atividade proteolitica qualitativa
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5.3 Producéo de proteases em meio liquido

Os Bacillus que apresentaram atividade para produgédo de protease identificados no
item 4.1 foram reativados em caldo nutritivo, a 37°C por 24 horas. Desses cultivos foi
retirado 1000 pL para inoculagcdo frasco de Erlenmeyer contendo 40 mL de Solucdo de
Manachini [(g/l) KH2PO4 2g; (NH4)2S504 1g; MgS04 7H20 0,1 g; Na2HPO4 2H20 0,9
g; Extrato de Levedura 1 g; agua destilada 1000 mL], pH 7,0, adicionada de gelatina 1%
(SILVA NEVES et al., 2006) . A fermentacédo 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 determinacdo da atividade proteolitica. Como foi identificado Bacillus

proteases positivo

5.4 Determinacéo da atividade proteolitica

Para a determinacdo da atividade proteolitica utilizou-se 150 pL do extrato bruto e
como substrato 250 pL de azocaseina 1,0% (p/v) (Sigma, St. Louis, MO USA), em Tampéo
Tris-HCI 0,1 M, pH 7,2. A reacdo foi mantida em camara escura e apés 60 minutos,
adicionou-se 1,2 mL de Acido Tricloroacético 10 % (p/v). O residuo remanescente foi
removido por centrifugacdo (8000xg), a 4 °C por 10 minutos. Do sobrenadante foram
retirados 1,2 mL para ser adicionado a 1,4 mL de Hidroxido de Sédio 1M, procedendo-se a
leitura a 440 nm. Uma unidade de atividade proteasica foi definida por 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.

5.5 Determinacdes da atividade fibrinolitica em meio solido

O ensaio enzimatico para determinacdo da atividade fibrinolitica foi realizado em

placas de Petri de 5,5 cm didmetro contendo 2 mL de solucdo de fibrinogénio humano (50
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mg/mL em solucdo tampdo Tris HCI 20 mM pH 8,0) homogeneizado com 40 mL de agar a
75% (p/v) em solucdo tampéo Tris HCI 20 mM pH 8,0 adicionado de 0,15 M de Cloreto de
sodio a 50 °C (KO et. al., 2004). Posteriormente 8 ml desta solucdo foi adicionada a placa de
Petri contendo 40 pL de solucdo de trombina (Sigma, St. Louis, MO USA) dissolvida em
solucdo tampdo Tris HCI (20 mM pH 8,0). Para formagdo do coagulo, as placas foram
incubadas por 30 minutos a 25 °C. Em seguida foram feitos cup-plate com 3 mm de didmetros
na superficie do meio sélido, em placa de Petri . Em cada cup-plate foi adiciona 10 uL de
extrato bruto, seguindo-se a incubacéo das placas a 37 °C durante 15 horas. Como padréo foi

utilizado a streptoquinase.

5.6 Efeito do pH na estabilidade e na atividade proteolitica

Para verificacdo do efeito do pH na estabilidade e na atividade das proteases o
substrato foi obtido por dissolucdo em varios tampdes: solu¢do tampdo citrato 0,2 M ( pH
de 4,0 a 6,0); solucdo tampao fosfato 0,2M ( pH de 7,0 a 8,0) e solucdo tampao Tris HCI 0,2
M (7,2 a 9,0). Todos os testes foram incubados a 25 °C por 60 minutos. O tempo de
incubacgdo das amostras foi de 90 minutos para cada faixa de pH, determinando-se atividade

enzimatica a cada 15 minutos (CAVALCANTI et al., 2004).

5.7 Efeito da temperatura na estabilidade e na atividade da protease

Nos estudos de estabilidade a solugdo contendo a enzima foi incubadas em diferentes
pHSs, para avaliar o efeito da temperatura na atividade proteolitica, o sistema de reacdo foram
incubados nas temperaturas de 25°C a 80°C por 60 minutos. Para os ensaios de estabilidade o
extrato bruto foi incubado nas temperaturas de 25 °C a 80 °C e, o tempo de incubacdo das
amostras foi de 90 minutos para cada temperatura, determinando-se atividade enzimatica a

cada 15 minutos (CAVALCANTI et al., 2004). Todos os experimentos foram realizados em
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triplicata.

5.8 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e o Teste de Tuckey com nivel de

significancia 5%, utilizando-se o software Minitab versdo 14.0.
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RELATORIO DESCRITIVO

PRODUTO COM PROPRIEDADE FIBRINOLITICA

CAMPO DA INVENGAO
Esta invencao relata o processo de producdo e a atividade fibrinolitica de protease
produzida por Bacillus stearothermophilus, isolado de solo da Regido Amazdnica e
mantido na Colegdo de Bactérias do Laboratério de Microbiologia sob o nimero B16, da

Universidade Federal do Amazonas-UFAM.

ANTECEDENTES DA INVENGCAO

Entre as fontes naturais de proteases, os microrganismos representam um
recurso renovavel atrativo por que podem ser cultivados por métodos fermentativos,
inclusive em larga escala, em tempo relativamente curto. Além disso, enzimas
microbianas tém longo prazo de validade e podem ser armazenadas em condic¢Oes ideais
por longoperiodo, sem perda significativa da atividade (GUPTA et al.,, 2002; UYAR;
BAYSAL, 2004).

Leveduras, fungos filamentosos, actinomicetos e outras bactérias sdo fontes
especiais de enzimas, incluindo as proteases que constituem um dos grupos
comercialmente de alto valor, assim como, tém extensa aplicagdo em produtos e
processos industriais, incluindo detergentes, alimentos, farmacéuticos, couro, seda e
recuperacdo de prata dos filmes fotograficos e raio-X (ABIDI et al., 2008; SILVA NEVES et
al., 2006; NELSON; COX, 2003).

Outras aplicacGes de enzimas proteoliticasincluema formulacdo de biofarmacos,
como aditivo em produto para limpeza de lente de contato e solucdo esfoliante (ANWAR;

SALEEMUDDIN, 2000). Todavia, para uso terapéutico, pancreatina, asparaginase,
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colagenases, glutaminase e hialuronidase sdo as que tém aplica¢cdes biomédicas (CHANG
et al., 2000). Além destas, tem destaque as proteases fibrinoliticas, como
estreptoquinase, estafiloquinase e uroquinase que sdo comercialmente disponiveis para o
tratamento de patologias tromboliticas.

Enzimas fibrinoliticas tém atividade proteolitica direta no coagulo sanguineo
(fibrina) ou indireta, como ativador do plasminogénio. Quando os coagulos de fibrina ndo
sdo lisados, eles se acumulam nos vasos sanguineos e causam trombose, levando a
doengas cardiovasculares. Estas doengas, incluindo infarto agudo do miocardio, doenga
isquémica do cora¢do, doenca cardiaca valvular, doenga vascular periférica, arritmias,
pressdo arterial alta e derrame, sdo as principais causas de morte em todo o mundo (KIM
et al, 2011).

O uso de enzimas fibrinoliticas no tratamento de doencas iniciou-se com o
conhecimento de que a lise da fibrina pode ser efetuada “in vivo” através de um processo
que envolve a conversdo de plasminogénio a plasmina e, de que ativadores do
plasminogénio podem produzir fibrindlise controlada. A partir dessas comprovacgdes, 0s
estudos para descoberta de novos produtos tromboliticos tem tido importancia na area
de saude, essencialmente para tratamento de doencas cardiovasculares (PENG et al.,
2005).

Atualmente na terapia fibrinolitica tem sido empregado principalmente os
ativadores de plasminogénio, como estreptoquinase, uroquinase, embora sua baixa
especificidade e seu alto culto. Outro agente comumente utilizado é o ativador do
plasminogénio tecidual (t-PA) que tem maior eficacia e tem maior afinidade pela fibrina
(AGREBI et al, 2009).

De acordo com citacbes de Gupta et al. (2002), as enzimas fibrinoliticas sdo
também recomendadas no combate ao envelhecimento, removendo as proteinas

danificadas pelos radicais livres que facilitam o desenvolvimento de doencas, como
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cancer, diabetes e outras doengas degenerativas. Além disso, tem aplicagdo como
cicatrizantes, na forma de pomadas e cosméticos (PENG et al., 2005).

Apesar da longa lista de microorganismos produtores de protease, apenas
determinadas espécies sdao consideradas adequadas para a exploracdo comercial,
classificados como seguros (Generally recognized as safe - GRAS), ndo-toxicos e ndo-
patogénicos (GUPTA et al., 2002; NELSON; COX, 2003).

Entre as bactérias, os Bacillus constituem um dos principais grupos proteoliticos
microbianos que predominam nos diversos ecossistemas, como B. licheniformis, B.
subtilis, B. amyloliquifaciens, B. mojavensis, Pseudomonas sp. E Streptomyces (DUTTA; et
al., 2005; GUPTA; et al., 2002; NELSON; COX, 2003; WANG et al., 2006).

Apesar da existéncia de outros agentes antitromboliticos de uso corrente, as
enzimas fibrinoliticas de origem microbiana, influenciadas pelo seu baixo custo e, por ndo
apresentar efeitos colaterais, estimula novas pesquisas que devem ser incentivadas com
objetivo de isolar outras fontes de enzimas fibrinoliticas (WANG et al., 2006).

Nesse contexto, os microrganismos sdo importantes fontes de recursos para
agentes antitromboliticos. As estreptoquinase de Streptococcus hemoliticos e
estafiloquinase de Staphylococcus aureus foram os primeiros agentes eficazes na
terapéutica antitrombolitica (PENG; ZHANG, 2002). Ao longo dos anos, outras enzimas
fibrinoliticas provenientes de diferentes microrganismos foram descobertas a partir de
Bacillus(KIM; CHOI, 2000; PENG; ZHANG, 2002).

Peng et al. (2005) descrevem B. subtilis BK-17, B. subtilis Al, B. subtilis 168,
Actinomyces thermovulgaris, Streptomyces megasporus SD5, Streptomyces spheroids M8-
2 e Streptomyces sp. Y405, como bactérias produtoras das enzimas fibrinoliticas, cujas
propriedades fisioldgicas e quimicas foram caracterizadas e sua eficacia comprovada

como agente para tratamento na terapia antitrombolitica.
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Nas ultimas décadas, na comunidade asidtica, enzimas fibrinoliticas de origem
microbiana sdo constituintes de alimentos fermentados a base de soja, peixe ou de

molhos (Tabela 1), produtos que sdo consumidos com objetivo de prevenir as tromboses

e outros acidentes cardiovasculares (PENG et al., 2005).

Tabela 1. Bacillus fibrinoliticos associados a alimentos fermentados comercializados em paises

Asiaticos.
Microorganism Alimento Nome da
Enzima
Bacillussubtilisnatto Natto (Japan) Natoquinase,
NK
BacillusamyloliquefaciensDC-4 Douchi (China) Subtilisin DFE
Bacillus sp. CK Chungkook-jang CK
(Korea)
Bacillus sp. DJ-4 Doen-jang (Korea) Subtilisin DJ-4
Bacillus sp. DJ-2 Doen-jang (Korea) bpDJ-2
Bacillus sp. KA38 Jeot-gal (Korea) Jeot-gal
enzyme
B. subtilis QK02 Fermentedo de soja QK-1 and QK-2
Bacillus firmus NA-1 Natto Natoquinase
B. subtilis IMR-NK1 Natto Natoquinase
Bacillus sp KDO-13 Molho de soja (Korea) Natoquinase

Fonte: Peng et al., 2005

A nattoquinase, protease fibrinolitica sintetizada a partir do Bacillusnatto ja esta
disponivel comercialmente em varios alimentos fermentados, como aditivo alimentar, e
esses alimentos sdao consumidos para prevenir trombose (PENG; ZHANG, 2002).

De acordo com os seus mecanismos cataliticos as enzimas com propriedades
fibrinolitica sdo classificadas em serina protease (NK, subtilisina PFED, e CK) e
metaloproteases (Jeot-Gal enzima, AMMP, e Baciloquinase Il). As enzimas fibrinoliticas do
tipo serina proteases geralmente sdo ativas em pH neutro e alcalino, com atividade 6tima
nos valores de pH entre 8,0 e 10; peso molecular com intervalo entre 27,7 e 44 kDa, A
temperatura 6tima tem uma vasta gama, entre 30 e 70 °C (KIM et al., 1996; KIM; CHOI,
2000), principalmente de cerca de 50°C. Quase todas as proteases serina fibrinolitica
pertencem a subtilisina de Bacillus sp. Enquanto as enzimas fibrinoliticas do grupo

metaloproteases expressam sua atividade na presenca de ions metadlicos bivalentes tais
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como Co* e Hg ™ para enzimas de Bacillus sp. e pH étimo de atividade entre os valores

6,0 e 7,0 (PENG et al., 2005).

DETALHES DA INVENCAO
Microrganismo
Bacillus stearothermophilus B16, uma espécie isolado do solo contaminado com petréleo, na

Regido Amazonica foi o microrganismo investigado como fonte de protease fibrinolitica.

Producao de proteases fibrinolitica por fermentagao submersa

A producdo de protease fibrinolitica foi realizada por fermentacdo em meio liquido
[Fermentag¢do Submersa (FS)], utilizando como indculo cultura preparada em caldo
nutritivo,em tubo de ensaio, a 37°C por 24 horas.Destes culturas foi retirado 1000 pL para
inoculagdo em frasco Erlenmeyer contendo 40 mL de meio de cultura liquido (Solu¢do de
Manachini) adicionado de substrato indutor [gelatinas (1%pv)], pH 7,0 (SILVA NEVES et al.,
2006). A fermentac3o foi conduzida em agitador orbital, a 120 rpm, a 37°C por 24 horas. O
extrato bruto foi separado da biomassa por filtracdo sob vdcuo para determinac¢do da

atividade proteolitica.

Determinagdo da atividade proteolitica
Para a determinacdo da atividade proteolitica utilizou-se 150 uL do extrato bruto
e como substrato 250 pL azocaseina 1,0% (p/v) (Sigma, St. Louis, MO USA), em Tampao
Tris-HCIO,2 M, pH 7,0. A reacdo foi mantida em camara escura e apds 60 minutos,
adicionou-se 1,2 mL de Acido Tricloroacético 10 % (p/v). O residuo remanescente foi
removido por centrifugacdo (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 proteasica foi definida como a quantidade de
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enzima necessaria para produzir uma varia¢do de absorbancia igual a 1 em 60 minutos e

expressa em U/mL (LEIGTON, 1973).

Determinagdes da atividade fibrinolitica in vitro

O ensaio enzimatico para determinacdo da atividade fibrinolitica foi realizado em
placas de Petri de 5,5 cm didmetro contendo 2mL de solugdo de fibrinogénio humano (50
mg/mL em solugdo tampao Tris HCI20 mM pH 8,0) homogeneizado com 40 mL de 4gar a
75% (p/v) em solugdo tampéo Tris HCI20 mM pH 8,0 adicionado de 0,15 M de Cloreto de
sédio a 502C (KO et. al., 2004). Posteriormente 8 ml desta solugdo foi adicionada a placa
de Petri contendo 40 pL de solugdo de trombina (100NIH/ml, Sigma) dissolvida em
solu¢do tampao Tris HCI20 mM pH 8,0 ]. Para formagdao do codgulo, as placas foram
incubadas por 30 minutos a 25 °C para formagdo de coagulos de fibrina. Em seguida foram
feitos cup-platecom 3 mm de diametros na superficie do meio sélido, em placa de Petri .
Em cada cup-plate foi adicionalO ulL de extrato bruto, seguindo-se a incubacdo das placas

a 37 2C durante 15 horas. Como padrao foi utilizado heparina e streptoquinase.

Caracteriza¢ao parcial das proteases de Bacillus stearothermophilus

Efeito do pH na atividade e estabilidade

Para a determinagdo do efeito do pH sobre a atividade da protease na faixa de
pH4,0 a 12,0 foi selecionado o isolado B16. Para o preparo do substrato [azocaseina 1%
(p/v)] foi utilizado solucdo tampao citrato 0,2 M( pH de 4,0 a 6,0); solu¢do tampao fosfato
0,2M ( pH de 7,0 a 8,0) e solucdo tampao Tris HCIO,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).

Efeito da temperatura naatividade e estabilidade



Para avaliar o efeito da temperatura na atividade proteolitica, o sistema de reacao
e o branco foram realizados em triplicata, utilizando-se azocaseina 1% (p/v) em tamp3ao
Tris HCIO,2 M, pH 8,4, nas temperaturas de 25°C a 80°C por 90 minutos. A estabilidade das
enzimas foi determinadadurante 90 minutos medindo-se a atividade relativa a cada 15

minutos na faixa de 25 oC - 80 °C (CAVALCANTI et al., 2004).

Anilise estatistica
Os dados foram submetidos a andlise de variancia e o Teste de Tuckey com nivel

de significancia 5%, utilizando-se o software Minitab versdo 16,0.
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Fluxograma do processo de producao e determinagao da atividade da protease fibrinolitica

Bacillus staerothermophilus B16

Fermentagdo submersa
(Meio [Solugdo de Manachini pH 7 + gelatina 1%, p/v])

N
Recuperagao do extrato bruto
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Atividade proteolitica
(Deternimacgao [U/mL])
Y,

Atividade fibrinolitica in vitro
(Determinagdo em meio sélido [Halo])

Caracterizagdo parcial das proteases

Efeito do pH na atividade
e estabilidade

Efeito da temperatura na

atividade e

PRI B




10

11

12

13

14

15

16

Atividade proteolitica por fermentag¢do submersa
Nas condic¢des de fermentacgdo, as analise revelaram que atividade proteolitica de
Bacillus stearothermophilus B16 foi igual a 5,766 U/mL. Estas enzimas se mostraram
estaveis em pH &cido e alcalino, com atividade na faixa de 20% a 43%, em pH 4,0 a 7,8.
Nos demais, pH8,0 a 9,0 verificou-se que a atividade foi superior a 60%, conduto, a

maior estabilidade foi demonstrada em pH 8,6 e 9,0 durante 90 minutos (Figura 01).

Embora as proteases tenham sido ativas em uma ampla faixa de pH, a maxima
atividade foi determinada em pH 8,4 (Figura 02). Em outros estudos realizados com
proteases microbianas, 0s autores reportaram que a atividade proteolitica méaxima foi
determinada em diversos valores de pH, Bacillus sp. [pH 8,0 (NASCIMENTO;
MARTINS, 2004)]; Bacillus stearothermophilus TLS33 [pH 8,5, 7,5 e 7,0 das proteases
S, N e B, respectivamente (SOOKKHEO et al., 2000)], assim como Haddar et al. (2009)
determinou dois pH 6timo (8,0 e 10,0) da proteases BMI de Bacillus mojavensis A21.

— &—pH4 —mpH4,6 —A—pH5,4 —e  pHE

200 - —*%—pH7 —e—pH7,3 I pH7,6 —+—pH7,8
— @ —pH8 —¢—pH8,4 — B pH8,6 —A—pHI

175 A
150 -
125 +
100 A

75 4

50

TO T30 T45 T60 T75 T90

Figura 1. Efeito do pH na atividade e estabilidade de proteases secretadas por

Bacillussp.isolado de solo petrolifero da Amazonia.
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Os resultados desta pesquisa referentes ao pH 6timo das proteases de Bacillus
stearothermophilus B16 corroboram com os dados descritos na literatura, assim pode-se
inferir que por tratar-se de uma alcalina protease, tem potencial aplicacdo na indUstria
farmacéutica, de detergentes e para recuperacdo de prata do filme de raio X.

(GENCKAL, 2004).

1.0 4
0.9 -
0.8 -
0.7 A
0.6 A
0.5 A1
0.4 -

0.3 A1

Atividade Proteases (U/mL)

0.2 1
<
0.1 1

0.0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95
pH

Figura 2: Efeito do pH na atividade da protease de Bacillus stearothermophilus

Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da protease de Bacillus
stearothermophilus B16
Efeito da temperatura na atividade proteolitica e estabilidade
A figura 3 mostra que a protease expressou atividade em todas as temperaturas
testadas (25 °C a 80 °C), determinando-se os maiores valores de atividade proteolitica
entre 40 °C a 50 °C,exibindo 6tima atividade a 45 °C . Enquanto as menores atividades
foram detectadas a partir de 55 °C até a maxima temperatura testada (80 °C). Os

resultados da figura 4 demonstram também que as protease apresentaram estabilidade

10
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de 75% e 73% durante 30 minutos de incubacdo nas temperaturas 45 °C e 50°C,
respectivamente.

Esses resultados divergem dos valores de temperatura 6tima (60 °C e 65 °C)
encontrados para o género Bacillus descrito por diversos autores (AKEL et al, 2009;

HADDAR et al, 2009; NASCIMENTO; MARTINS, 2004).

------ @ 25°C —M—309C —4—359C —=—40¢
—%—45°C —8—509C --A- 55°C ——+-60°C
--¥- 659C --X--70°C —[F75°C —&— 80°C

200 -

175 -

150 -

125 A

100 +

75 A

Atividade Protease (U/mL)

50 A

15 30 45 60 75 90
Temperatura (°C)

Figura 3. Efeito da temperatura na estabilidade de proteases

secretadas por BacillusstearothermophilusB16

Atividade fibrinolitica in vitro (Método da Placa de Fibrina)
A atividade fibrinolitica determina em meio sélido, nas condi¢cGes experimentais
estd apresentada na figura. 4 Bacillus stearothermophilus B16 expressou a atividade

fibrinolitica, determinando-se halo de 34 mm. Estes dados confirmam a potencialidade de
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bactérias do género Bacillus na producao de proteases fibrinoliticas, biopcomposto que
tem emprego na industria de medicamentos para aplicacdo medicinal no tratamento de
patologias tromboliticas. Estes resultados sdo pioneiros e descrevem uma bactéria

originaria de substrato organico da Amazoénia.

Figura 4. Foto ilustrativa do halo produzido pela atividade
fibrinolitica de Bacillus stearothermophilusB16 pelo
método da placa de fibrina.

B. stearothermophilus B16, cresce in vitro e produz protease fibrinolitica que
degrada o codgulo de fibrina. As enzimas dessa espécie apresentam as seguintes
caracteristicas, pH e temperatura étimo de atividade 8,4 e 45 °C, respectivamente. Com
base nesses dados, este invento revela a descoberta de uma bactéria do ecossistema
Amazoénico como fonte de biomoléculas com atividade medicinal para aplicacdo no

desenvolvimento farmaco pelo setor bioindustrial.
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