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RESUMO

A aplicacdo das proteases colagenoliticas ¢ de grande importancia na &rea médica e na
atividade industrial, apresentando as mais variadas aplicagdes tanto no ambito terapéutico
como biotecnolégico. Proteases colagenoliticas podem hidrolisar tanto colageno nativo como
desnaturado, tornando-se cada vez mais comercialmente importantes. Entre as varias fontes de
proteases colagenoliticas, as proteases microbianas desempenham um papel importante na
contabilidade de processos biotecnoldgicos. Este estudo propds selecionar das amostras de
Bacillus sp. isoladas de solo, as que apresentaram a melhor produgdo de proteases
colagenoliticas e caracterizar a enzima. Para a selecdo de bactérias produtoras de proteases,
oito amostras de Bacillus sp. foram reativadas em caldo Mueller-Hinton e semeadas em meio
Agar gelatina/leite 1%(p/v). Para determinar a atividade de protease colagenolitica, as
bactérias foram semeadas em meio de cultura solido com colageno insolivel 0,25% (p/v) de
substrato. As colonias que apresentaram halo hialino da degradagdo foram submetidas a
testes bioquimicos para a confirmacdo taxondmica. Dois sucessivos planejamentos fatoriais
completos 2° com quatro repeticdes no ponto central foram elaborados para a anélise das
faixas de pH, temperatura e concentragdo de substrato. Das oito amostras reativadas, duas
apresentaram atividade de protease colagenolitica. A maior atividade colagenolitica de
Bacillus sp. foi 86,27 U/mL com atividade especifica de 145,18 U/mg em pH 9,0 a 37 °C com
1,5 % (p/v) de concentragdo de substrato. A maxima atividade enziméatica colagenolitica de
Bacillus stearothermophilus foi 79,38 U/mL com atividade especifica de 136,92 U/mg em pH
7,2 a 25 °C com concentragdo de substrato a 1 % (p/v). Ambos o0s extratos enzimaticos
tiveram atividade 6tima em pH 9,0 a 50 °C, mantiveram-se estaveis na faixa de pH alcalino e
entre as temperaturas de 45 a 60 °C. Os resultados demonstraram que a producgéo de enzimas
colagenoliticas por Bacillus sp. DPUA 1728 e B. stearothermophilus DPUA 1729 apresentam
potencial biotecnoldgico .

Palavras-chave: protease colagenolitica, Bacillus spp, planejamento fatorial, solo



ABSTRACT

Application of collagenolytic proteases has major importance in medical and industrial
activity, with the most varied applications, as far in therapeutic scope as biotechnological.
Collagenolytic proteases can hydrolyze both native collagen as denatured collagen, becoming
increasingly commercially important. Among the various sources of collagenolytic proteases,
the microbial proteases show an important role in biotechnological processes. This study
proposed to select samples of Bacillus sp. isolated from soil, those which showed the best
production of collagenolytic proteases and characterize the enzyme. For selection of bacteria
protease producer, eight samples from Bacillus sp. were reactivated in Mueller-Hinton broth
and plated on Agar gelatin/milk 1 % (w/v). To determine the protease collagenolytic activity,
bacteria were plated on solid medium with insoluble collagen 0.25 % (w/v) substratum. The
colonies that showed hyaline halo of degradation were subjected to biochemical tests to
confirm the taxonomy. Two successive 2° full factorial design with four replications at the
center point were prepared for analysis of tracks of pH, temperature and substrate
concentration. Eight samples reactivated, two had protease collagenolytic activity. The most
collagenolytic activity of Bacillus sp. was 86.27 U / mL with specific activity 145.18 U / mg
at pH 9.0 at 37 ° C with 1.5% (w / v) substrate concentration. Maximum collagenolytic
enzyme activity of Bacillus stearothermophilus was 79,38 U / mL with specific activity of
136.92 U/ mg at pH 7.2 at 25 ° C with substrate concentration of 1% (w / v). Both enzymatic
extracts were optimally active at pH 9.0 at 50 ° C, remained stable in the range of alkaline pH
and temperatures between 45 to 60 ° C. The results showed that the production of
collagenolytic enzymes by Bacillus sp. DPUA 1728 and B. stearothermophilus DPUA 1729
have potential biotechnological

Keywords: collagenolytic protease, Bacillus spp, factorial design, soil
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1. INTRODUCAO

O colageno é a maior classe de proteina fibrosa insolivel encontrada na matriz
extracelular e nos tecidos conectivos. Tem como principais caracteristicas sua conformacéo
em hélice tripla e seu conteddo de aminoacidos, no qual a quantidade de residuos de
hidroxiprolina presente € muito superior a quantidade encontrada nas outras proteinas
existentes na natureza (HARRINGTON, 1996). Devido a sua estrutura rigida, apenas um
namero limitado de proteases pode decompor o colageno, como as proteases colagenoliticas.
As proteases de micro-organismos tém sido amplamente utilizadas em varios campos, como
por exemplo, no processo de fabricacdo industrial de detergentes, indUstria de alimentos e
farmacéutica, pelo fato que, grandes quantidades podem ser produzidas rapidamente e com
um baixo custo.

A aplicagdo das proteases colagenoliticas € de grande importancia na area médica e na
atividade industrial, apresentando as mais variadas aplicagdes no &mbito biotecnoldgico.
Proteases colagenoliticas podem hidrolisar tanto colageno nativo e desnaturado, tornando-se
cada vez mais comercialmente importantes (PARKS, 1999). Estas tém sido aplicadas no
mercado significativo da indUstria alimenticia, experimentalmente, onde fora demonstrado
que a administracdo oral de peptideos de colageno previne a osteoporose, protege contra a
Ulcera géastrica, relaxa, combate a hipertensdo e estimula o metabolismo da pele
(WATANABE, 2004). Devido a isso, 0s peptideos de colageno sdo muitas vezes adicionados
a diversos alimentos e bebidas. Além disso, essas proteases podem ser também de grande
importancia para o biocontrole agricola (LABADIE et al., 1997).

Entre as vérias fontes de proteases colagenoliticas, as proteases microbianas
desempenham um papel importante na contabilidade de processos biotecnoldgicos,
aproximadamente 59% do total de enzimas usadas (CHU, 2007), tais como: Clostridium
histolyticum, Vibrio alginolyticus e Porphyromonas gingivalis (WU et al., 2010). Estes micro-
organismos, no entanto sdo patdgenos, que potencialmente produzem toxinas. Neste caso,
podem comprometer a aplicacdo das proteases colagenoliticas. Na literatura, micro-
organismos, que sdo geralmente considerados seguros para a producdo de colagenase, foram
selecionados a partir do solo, dgua e caviar, como Bacillus alvei (KAWAHARA et al., 1993),
Bacillus sp.. (OKAMOTO et al., 2001), Bacillus subtilis (TRAN e NAGANO, 2002),
Streptomyces sp. (PETROVA et al., 2006), Bacillus pumilus (WU et al., 2010), entre outros.
No entanto, a colagenase, comercialmente disponivel, é produzida por Clostridium

histolyticum, mas, devido ao elevado custo comercial na utilizacdo das proteases



13

colagenoliticas, torna-se necessério a busca de novos micro-organismos produtores desta
protease.

Proteases produzidas por Bacillus apresentam-se comercialmente mais disponiveis. O
género Bacillus apresenta-se como uma das mais importante fonte de diversas enzimas
microbianas comerciais, podendo ser cultivado sob diferentes condi¢fes de temperatura e pH,
originando produtos mais estaveis em uma ampla gama de ambientes (GENCKAL, 2004).
Bactérias do género Bacillus sdo normalmente encontradas em solo, as linhagens de Bacillus
possuem capacidade para produzir e secretar grandes quantidades (20-25 g/L) de enzimas
extracelulares, caracteristicas que as coloca entre as mais importantes produtoras de enzimas
industriais (SCHALLMEY et al., 2004). Este trabalho teve como objetivo selecionar bactérias

do género Bacillus como produtoras de proteases colagenoliticas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Colageno

Os colagenos sdo uma familia de proteinas fibrosas encontradas na matriz extracelular
e nos tecidos conectivos. Destacam-se por formar fibras insoliveis que tém uma grande forca
de tensdo. As proteinas fibrosas apresentam propriedades que conferem resisténcia mecanica,
flexibilidade e suporte as estruturas nas quais sdo encontradas. Essas proteinas possuem
cadeias polipeptidicas arranjadas em feixes, consistindo tipicamente um unico tipo de
estrutura secundaria, além de serem insollveis em agua, devido a elevada ocorréncia de
aminoacidos hidrofobicos tanto na parte externa como interna da proteina (LEHNINGER,
2002). Essas proteinas sdo secretadas pelas células do tecido conjuntivo e por uma grande
variedade de outros tipos celulares. Como principal componente da pele e dos 0ssos, elas sdo
proteinas mais abundantes nos mamiferos, constituindo cerca de 25 % da massa proteica total
desses animais (ALBERTS et al., 2004).

O colageno é composto por trés cadeias alfa de aproximadamente 1000 residuos de
aminoacidos e € organizada com uma hélice para a esquerda, contendo trés aminoécidos por
volta, e o terceiro é sempre uma glicina. Desta maneira, a cadeia alfa é composta de varios
tripletes de sequéncias Gly-X-Y, nas quais X e Y podem ser quaisquer aminoacidos porém,
comumente, X é uma prolina e Y uma hidroxiprolina, o colégeno é a Unica proteina existente
na natureza que tem elevado conteudo em hidroxiprolina. Cada cadeia-a combina-se com
outras duas para formar uma molécula helicoidal de trés fitas de cadeias ligadas por pontes de
hidrogénio, chamado procolageno (figura 1) (ALBERTS et al., 2004). Essa estrutura proteica
justifica as propriedades fisicas e biologicas dos colagenos: rigidez, solidez e estabilidade.
Diferentes tipos celulares podem sintetizar coldgeno, dependendo de cada tecido (VARGAS
et al., 1997) e esta conformacéo de tripla hélice faz o colageno ser resistente a maioria das
proteinases.

As enzimas que podem clivar esta estrutura sdo conhecidas como enzimas
colagenoliticas (incluindo as enzimas catepsina K. e a elastase). A catepsina K quebra o
coldgeno I em um meio &cido especializado primariamente na reabsor¢éo 6ssea. As elastases
consideradas serino proteases sdo responsdveis pela clivagem das elastinas. As demais
enzimas colagenoliticas agem em pH neutro, e s&o membros da familia das metaloproteinases
de matriz (MMPs), sendo produzidas por diversos tecidos, incluindo as células estromais,
epiteliais, macrdfagos e leucdcitos (JUCA et al., 2008, DABOO et al., 2010). A unidade
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estrutural basica do colageno na sua forma intacta é chamada de tropocolageno, o qual possui
uma massa em torno de 285 kD. A gelatina, um produto alimentar derivado do colageno
apresenta um pequeno valor nutricional como proteina, porque o colageno é bem pobre em
diversos aminoécidos essenciais para a dieta humana. O conteddo ndo habitual de
aminoacidos do colageno esta relacionado as restri¢des estruturais e caracteristicas da hélice
(LEHNINGER, 2002).

e
s 3 T ]
———— —
a T > Ee————  Agregacio
Forma¢do de mucrofibrilas I = " lateral
T e
aE=—=—==—9|,5nm “ N '
tropocolageno l
[ —|

Agregaglo T et
lengitadingl e a————————

. T
ligagtes cruzadas }Rﬂnm?_)
A

Fib:adeccligeno' ER—— )

Figura 1 - Estrutura molecular e helicoidal do colageno. (A) Modelo para uma
Unica cadeia. (B e C) Modelos representativos do procolageno. Fonte: Vargas et
al. (1997); Alberts et al. (2004).

As moléculas de tropocolageno interagem entre si, formando as microfibrilas, menor
unidade estrutural do tecido conjuntivo. Estas, também se agregam formando as fibrilas, que
posteriormente se unem para formar as fibras que compdem a matriz colagénica dos tecidos
(KADLER et al., 1993). Este processo é chamado de fibrilogénese e é dependente da
temperatura, pH e forca ibnica do meio (figura 2).
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Figura 2 - Representacdo esquematica do arranjo de moléculas de
tropocolageno em estruturas fibrilares e de fibras. Fonte: Chaudry
et al. (1997)

Os vertebrados tém pelo menos 28 tipos de colageno (HEINO, 2007). Estes tipos
diferem baseados no tipo de tecido que a enzima colagenolitica age e na estrutura quimica da
enzima (HARRINGTON, 1996). O colageno tipo | é o mais comum de tipo, que é encontrado
em 0ss0, tendao, pele e ligamentos Alguns colagenos tém uma distribuicdo restrita de tecidos,
por exemplo; tipo Ill, encontrado em vasos sanguineos, médula Ossea, tecido linfoide,
pulmdes e pele fetal; tipos Il, IX e Xl, que sdo encontrados quase exclusivamente na
cartilagem; tipo X, encontrados apenas na cartilagem hipertréfica; a familia de colagenos tipo
IV na membrana basal; tipo VII no ancoramento fibrilas de membranas basais; e XVII em
hemidesmossomos na pele (MYLLYHARJU e KIVIRIKKO, 2004). Um subgrupo de
colagenos, chamado de multiplexins (colagenos XV e XVIII), participa na estabilizacdo das
estruturas da membrana basal (HEINO, 2007). No entanto alguns tipos de colagenos sdo
encontrados mais em matrizes extracelulares. Na tabela 1 foram agrupados os tipos de

colagenos recentemente identificados e suas respectivas localizag@es.
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Tabela 1 - Tipos de colagenos recentemente identificados XX-XXVIII

Tipo Localizacao

XX Epitélio da cornea, pele, cartilagens e tenddes
XXI1 Muitos tecidos

XXI11 Juncdes de tecido

XX Metastéatico de células tumorais

XXIV Desenvolvimento do 0sso e cornea

XXV Neurdnios

XXVI Testiculos, ovario

XXVII Cartilagem, olhos, ouvidos e pulmdes

XXVII Neurdnios

Fonte: Myllyharju e Kivirikko (2004); Veit et al. (2007)

A degradacédo do coldgeno ocorre durante varias condigdes fisiologicas e patologicas:
no desenvolvimento 6sseo fetal, na invasao de tumor maligno, em ulceracgGes intestinais, no
reparamento de feridas, em artrite reumatoide, na invasdo de micro-organismos patogénicos e
na inflamagdo periodontal cronica (WATANABE, 2004). Vérios relatos de proteases de
micro-organismos tém sido publicados. Trabalhos anteriores com proteases colagenoliticas
bacterianas e enzimas que degradam o coladgeno tém-se centrado sobre o papel potencial
dessas enzimas na biotecnologia (OKAMOTO et al., 2001; TRAN e NAGANO, 2002; ITOI
et al., 2006; ADIGUZEL et al., 2009; LIU et al., 2010; WU et al., 2010).

2.2 Proteases microbianas

A baixa quantidade de proteases de plantas e animas para atender as demandas atuais
do mundo tem levado a um maior interesse em proteases microbianas. Proteases provenientes
de fontes microbianas sdo preferiveis as enzimas a partir de fontes vegetais e animais uma vez
que eles possuem quase todos os as caracteristicas desejadas para as suas aplicacdes
biotecnoldgicas. Proteases microbianas correspondem por aproximadamente 40% do total das
vendas de enzimas em todo o mundo. Os micro-organismos representam uma fonte atraente
de proteases e de baixo custo na producdo de metabdlitos, podendo ser cultivados em grandes
quantidades e em tempo relativamente curto. Acrescenta-se ainda a vantagem da produgéo
ndo estar condicionada as questfes sazonais e geograficas e pela possibilidade de uso de

matérias-primas pouco dispendiosas (ZIMMER et al., 2009).
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Os micro-organismos podem ser geneticamente manipulados para gerar novas enzimas
com propriedades alteradas que sdo desejaveis para as suas Vvarias aplicacdes, possuem grande
capacidade em adaptar-se em diferentes ambientes e crescerem em variadas fontes de carbono
e nitrogénio, além disso, possuem grande relagdo superficie area/ volume, o que facilita a
rpida absorcdo de nutrientes para suportar altas taxas de metabolismo e biossintesse
(DEMAIN, 2000).

As proteases microbianas constituem um grupo muito grande e complexo de enzimas
com propriedades diferentes de especificidade de substrato, sitio ativo, mecanismo catalitico,
pH, atividade de temperatura e perfis de estabilidade. Essa grande diversidade de proteases,
em contraste com a especificidade da sua agdo, tem atraido a atencdo no mundo inteiro para
exploracédo de suas aplicacdes fisioldgicas e biotecnoldgicas (RAO et al., 2008).

Com base no ponto de clivagem na cadeia polipeptidica, as proteases ou peptidases
séo divididas em dois grupos: exoproteases e endoproteases. As exoproteases clivam ligagdes
peptidicas proximas as extremidades e as endoproteases atuam nas regides internas da cadeia
polipeptidica. As exoproteases sdo divididas com base no seu mecanismo de acdo em:
aminoproteases e carboxiproteases, enquanto as endoproteases podem ser classificadas de
acordo com o grupo funcional presente no seu sitio catalitico, como: serina proteases, cisteino
proteases, aspartico proteases e metaloproteases (RAO et al., 1998; FRIEDRICH e KENR,
2003; DABOOR, 2010).

Outra classificacdo das proteases baseia-se no pH 6timo de atividade, fundamentando-
se nessa caracteristica sdo classificadas como: acidas, neutras e alcalinas. As proteases acidas
tém atividade na faixa de pH entre 2,0 e 6,0, perdendo rapidamente a atividade em valores de
pH mais elevados. S&o ativas na presenca de agentes sufidrilicos, agentes quelantes, metais
pesados e agentes organofosfdricos. As proteases neutras apresentam atividade numa faixa de
pH entre 6,0 e 8,0 e sdo denominadas metaloproteases. Sdo enzimas que necessitam de ions
(Zn, Ca) para obter estabilidade e séo inibidas por agentes quelantes como o &cido etileno
diamino tetracético (EDTA). As proteases alcalinas sdo ativas em pH entre 8,0 e 13,0 e séo
inibidas por agentes organofosfdricos, porém ndo séo inibidas por agentes quelantes (PRIEST,
1984; RAO et al., 1998).

2.3 Proteases Colagenoliticas

As proteases colagenoliticas sdo enzimas capazes de hidrolisar as ligagdes peptidicas

de vaérios tipos de colageno, que € a proteina mais abundante nos mamiferos (figura 3). Estas
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fazem parte dos grupos das metaloproteinases de matriz (MMPs) e das serina proteases. As
metaloproteinases sdo endopeptidases dependentes de uma forte ligagdo com zinco para
apresentarem suas atividades cataliticas (ZIMMER et al., 2009). A hidrolise pelas
metaloproteases ocorre principalmente entre a ligacdo Gly-Pro e de residuos X. Elas estéo
envolvidas na remodelacdo da matriz extracelular (MEC), e séo consideradas como
importantes facilitadoras para a invaso e disseminag&o tumoral (JUCA et al., 2008; LIMA et
al., 2011).

Exopeptidases

Aminopeptidase
®'0-0O-O-O-Oe-
Carboxipeptidase
OO O-O-O'®

Endopeptidases

0e e O OO OeOeee

Figura 3 - Classificacdo das proteases. Os circulos abertos representam os residuos de
aminoacidos na cadeia de polipeptideo. As setas mostram os sitios de acdo da enzima. Fonte: Rao
et al. (1998)

As metaloproteinases, coletivamente, podem degradar todos os componentes da matriz
extracelular e séo classificadas em grupos, incluindo colagenases, gelatinases, estromalisinas
e metaloproteinases de membrana. A familia das MMPs inclui as Unicas enzimas capazes de
clivar e desnaturar fibras do colageno. Vérias linhas de evidéncia sugerem que as MMPs
regulam o crescimento celular e a sobrevida, participando diretamente na geragdo de sinais
que induzem & proliferagdo de células tumorais, ativando os precursores dos fatores de
crescimento na superficie celular, liberando e ativando aqueles latentes sequestrados na MEC
e alterando a estrutura dos componentes essenciais da matriz extracelular (PARKS, 1999;
JUCA et al., 2008). Todas elas sdo inibidas por agentes quelantes como o EDTA (4cido
etilenodiamino tetra-acético), mas ndo por agentes sulfidrilicos ou DFP (diisopropil
fluorofosfato) (RAO et al., 1998).
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As serina proteases estdo envolvidas provavelmente na digestdo de alimentos, bem
como na producgdo de hormonios e peptideos farmacologicamente ativos, e em vérias funcdes
celulares, tais como a digestdo de proteinas, coagulacdo do sangue, fibrindlise e fertilizacéo.
As proteases serina sdo caracterizadas pela presenga de um grupo de serina em seu sitio ativo.
Podem ser exopeptidases, endopeptidases, oligopeptidades e em grupos y-peptidases. S&o
geralmente ativas em pH alcalino e neutro, com um 6timo entre pH 7 e 11. Uma caracteristica
das proteases serina € a conservacdo de residuo serina catalitica para formas Gly-Xaa-Ser-
Yaa-Gly. As enzimas colagenoliticas consideradas proteases serina sdo as elatases, que
juntamente com as colagenases, determinam as propriedades mecénicas do tecido conjuntivo
pela clivagem de ligaces peptidicas particulares (RAO et al., 1998; DABOOR et al., 2010).
Algumas proteases serina sdo inibidas por reagentes tidis, tais como p-cloromercuribenzoato
(PCMB), devido a presenca de cisteina perto do sitio ativo (RAO et al., 1998; FRIEDRICH e
KENR, 2003; LIMA, et al., 2011).

Colageno

Protease
colagenolitica

" Peptideos
de colageno

Figura 4 - Esquema da degradacédo do colageno por protease colagenolitica.
Fonte: Vargas et al. (1997)

As verdadeiras enzimas colagenolitica clivam regiGes helicoidais da molécula de
colageno fibrillar em condices fisioldgicas de pH e temperatura. No entanto, sabe-se que
numerosas proteases de mamiferos incluindo pepsina, tripsina, quimotripsina, papaina e
outras enzimas teciduais podem degradar gelatina e regifes ndo helicoidais de moléculas de
colédgeno. O estudo de proteases colagenoliticas comegou no final do século passado com o
reconhecimento do envolvimento dos clostridios proteoliticos em putrefagdo do tecido e do
posterior isolamento de uma enzima extracelular de Clostridium histolyticum que foi capaz de
digerir tendées (HARRINGTON, 1996). Muitos estudos contribuiram para tornar o C.
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histolyticum o principal micro-organismo utilizado para a producdo industrial de proteases
colagenoliticas. Desde entdo, um nimero de outras enzimas colagenoliticas, tanto de origem
microbiana e animal, foram identificadas e caracterizadas. Comercialmente, ha disponivel
colagenases de Clostridium histolyticum, produzida pela Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
na formulacdo de pomadas para limpeza de feridas infectadas, tratamento de lesdes purulentas
e necrosadas, abscessos, escaras e queimaduras (KUMAR e TAKAGI, 1999). Entretanto essas
enzimas sdo também obtidas de outras espécies microbianas (ZIMMER et al., 2009),

conforme tabela 2.

Tabela 2 - Micro-organismos produtores de protease colagenolitica

Micro-organismos

Referéncias

Bacillus cereus

Bacillus pumilus

Bacillus licheniformis

Candida albicans

Penicillium aurantiogriseum
Geobacillus collagenovorans
Porphyromonas gingivalis
Prevotella bivius
Rhizoctonia solani
Streptococcus mutans

Vibrio parahaemolyticus

Vibrio vulnificus

Liu et al. (2010)
Suphatharaprateep et al. (2011)
Wau et al. (2010)
Asdornnithee et al. (1994)
Baehaki et al. (2012)
Houle et al. (2009)

Lima et al. (2009)

Lima et al. (2011)

Itoi et al. (2006)

Kang et al. (2005)

Doust e Mobares (2004)
Hamdy, (2008)

Jackson et al. (1997)
Miyoshi et al. (2008)
Nagano e To. (1999)

Existe um grande interesse na busca de protease colagenoliticas de outras fontes que
ndo animal. Pois a enzima colagenolitica de origem animal possui a capacidade de clivar
somente o coldgeno nativo, isto é, sdo enzimas que clivam a cadeia helicoidal do colageno
resultando em dois fragmentos acessiveis a poucas proteases especificas, o tropocoldgeno A
(TCA) e o tropocolageno B (TCB). Diferentemente das anteriores, as enzimas colagenoliticas

de micro-organismos possuem a capacidade de hidrolisar tanto o colageno nativo quanto o
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colageno desnaturado. Além disso, as enzimas colagenoliticas microbianas possuem afinidade
por varios sitios ao longo da cadeia, representando uma fonte promissora para pesquisas e

aplicacdes biotecnoldgicas (JUNG et al., 1998).

2.4 Aplicaces das proteases colagenoliticas

Quanto a utilizacdo das proteases colagenoliticas, pode-se afirmar que as
possibilidades sdo bastante variadas. Uma delas é o desbridamento enziméatico de ferimentos
pela capacidade dessas enzimas degradarem o colageno dos tecidos necrosados e facilitarem a
cicatrizagdo (OZCAN et al., 2002). Muito frequente também ¢ a utilizagdo destas proteases
colagenoliticas nas técnicas que envolvem culturas de tecidos e células animais. Seu uso é
citado em vérios métodos, na composicdo de protocolos de trabalho de diversas areas de
pesquisa cientifica, como no isolamento de células endoteliais de cérebro, de células
cardiacas, da pele, do tecido ocular e estudos de células tronco, tanto em humanos quanto em
animais diversos. Como parte da resposta imune, as infecgBes bacterianas (macréfagos e
neutrofilos) também produzem proteases colagenoliticas que s&o liberadas durante a resposta
inflamatéria (WOLBURG et al., 1994; SUPP et al., 2002; LI et al., 2007; ZIMMER et al.,
2009).

Tem sido sugerido que proteinases bacterianas podem ser capazes de ativar proteases
colagenoliticas latentes em mamiferos, contribuindo assim para a degradacdo do colégeno
indiretamente  (HARRIGTON, 1996). Tem-se encontrado proteases colagenoliticas na
remocdo de cicatrizes hipertroficas, no uso de terapias de queimados; na composicéo de
pomadas cicatrizantes; na prevencdo de tratamento de lesdes; em estudos pré-clinicos
terapéuticos de vérios tipos de fibrose destrutiva, como cirrose hepética e fibrose pulmonar
(KUSCU et al., 2002; OZCAN et al., 2002; JIN et al., 2005; OUCHI et al., 2008).

A remocdo de cicatrizes pode ser constatada com o estudo de Ozcan et al. (2002), no
qual os resultados demonstraram a remocdo total de escaras de queimaduras tratadas por
desbridamento enzimatico com colagenase. Kuscu et al. (2002), por sua vez, deram
importancia ao uso das colagenases ao tratamento de lesdes em mamilos causados durante a
amamentacdo, havendo eficacia da colagenase, com resultados similares comparado aos
tratamentos convencionais. Estudos pré-clinicos foram relatados por Jin et al. (2005) e Ouchi
et al. (2008), utilizando a colagenase para a regressdo da cirrose hepética e verificando o papel
da colagenase como anti-fibrético no modelo de fibrose pulmonar induzida por bleomicina,

respectivamente.
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Estudos relatam que marcadores de formacdo e reabsor¢do Ossea derivados de
coldgeno podem ser Uteis para o diagndstico e acompanhamento de uma série de doencas
caracterizadas por alteragdes no metabolismo 6sseo (VARGAS et al., 1997). Constatou-se que
a concentragdo sérica de dois peptideos derivados de protocolageno tipo | e Il podem ser
uteis como marcadores para avaliar a atividade fibrogénica em pacientes com hipertenséo,
sendo a doenca caracterizada pelo acimulo miocardio de colageno tipo | e 1l (DIEZ e
LAVIADES, 1995). Resultados interessantes foram obtidos em estudos realizados com
colagenase injetvel no tratamento de contratura de Dupuytren. Os autores sugerem o0 uso da
colagenase como tratamento viavel para a contratura de Dupuytren, uma condicdo que
usualmente requer tratamento cirdrgico e intervencfes recorrentes (BADALAMENTE e
HURST, 2007; HURST, 2009).

O uso das proteases colagenoliticas com fins terapéuticos recentemente gerou patentes
de invengéo, como o estudo de Wegman et al. (2000), no qual as colagenases sdo utilizadas,
opcionalmente, combinadas com outras proteinases no tratamento para reducdo do tecido
adiposo em locais selecionados no corpo. Os autores afirmam que, ao ser introduzida no
tecido adiposo, a colagenase provoca a dissociagdo do tecido na localizagdo em que ocorre,
podendo resultar em reducéo significativa do tecido adiposo em 24 horas. Outro estudo que
gerou patente de invencdo foi de Badalamente et al. (2010), no qual a colagenase foi utilizada
como método para o tratamento de epicondilite lateral. O estudo buscou as inje¢des de
colagenases em &reas atingidas como método para tratamento ndo cirdrgico.

Tem sido experimentalmente demonstrado que a administracdo oral de peptideos de
coldgeno previne a osteoporose, protege contra a Ulcera géstrica, relaxa a hipertenséo e
estimula o metabolismo da pele, devido a isso, 0s peptideos de colageno sdo muitas vezes
adicionados a diversos alimentos e bebidas (VARGAS et al., 1997; WATANABE, 2004).
Moskowitz (2000) relata que o coldgeno hidrolisado é de interesse como um agente
terapéutico de utilidade no tratamento de osteoartrite e osteoporose. Estudos sugerem que a
ingestdo de coldgeno hidrolisado reduz a dor de pacientes com osteoartrite no joelho ou no
quadril e melhora 0 metabolismo Gsseo em pessoas com oesteoporose, no qual a inbicéo da
degradacédo do colageno € maior com a dieta dos hidrolisados de colageno com calcitonina. A
eficicia da administracdo oral de peptideos também foi avaliada no tratamento de artrite
reumatdide (AUSAR et al., 2001). Wu et al. (2004) relatam a eficacia dos peptideos no
metabolismo 06sseo, aumentando a massa Gssea, sem efeitos indesejaveis e que podem

proporcionar efeitos benéficos na osteoponia que ocorre com o envelhecimento.
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As proteases colagenoliticas apresentam potencial para o emprego em outras areas
além da terapéutica e de pesquisa. Seu uso pode ser expandido para o setor alimenticio, como
amaciadores de carnes, no emprego da industria de cosméticos; e também podem ser
utilizadas como auxiliar no tingimento de couros. Kim et al. (2007) relatam em um estudo,
que as proteases de gengibre podem ser utilizadas como uma alternativa para a papaina, em
aplicacbes comerciais, tais como no amaciamento de carne, em que o0 substrato alvo é o
coldgeno. No emprego da industria de cosméticos, a suplementagdo de peptideos de coladgeno
na dieta pode aumentar o teor de colageno, resultando em uma pele mais saudavel e menos
enrugada (LINTNER e PESCHARD, 2000). Além disso, um estudo com o isolamento de
polipeptideos de elastina e colageno constata 0 uso como matéria-prima para a inddstria
cosmetica (LANGMAIER et al,, 2002). Na indUstria de couro, as colagenases tém sido
estudadas como biocatalisadores, auxiliando o tingimento de couro, que é um substrato dificil
de tingir, devido & natureza Unica da matéria-prima que tem variacdo dentro da matriz. No
estudo de Kanth et al. (2008), observou-se a absor¢édo do corante em 99% pelo tratamento
com colagenases, no qual a resisténcia e a suavidade do couro ndo sofreram alteragao.

De acordo com Labadie (1997), podem ser também de grande importancia para a
degradacdo da cuticula exterior dos nematéides que, frequentemente, infestam plantas. Os
importantes componentes estruturais desta cuticula sdo colagenos (KINGSTON, 1991). A
degradacdo da cuticula pode ser uma eficaz maneira de controlar formas pré-parasitérias e
parasitérias de galhas nematdides. O papel da atividade colagenolitica sobre fitonematoides
demostrou, por exemplo, a capacidade da enzima para danificar as cuticulas do nematdide
Meloidogyne javanica (GALPER et al., 1991; SELA et al., 1998). Com esse amplo campo de
utilizacdo, observa-se que a producdo dessas enzimas colagenoliticas pode ser muito

vantajosa.

2.5 Bactérias do Género Bacillus

A Amazbnia é uma regido que possui uma das maiores e mais ricas biodiversidades do
mundo, apresenta grande potencial para a busca de novos farmacos e biomarcadores
enzimaticos, pois é inigualdvel a quantidade e variedade de produtos naturais, incluindo a
notdvel biodiversidade microbiana disponivel para transformacdo em produtos Uteis de maior
valor agregado. Entretanto pouco se sabe sobre a composi¢cdo das suas comunidades
bacterianas (JESUS et al., 2009).



25

Algumas pesquisas na AmazoOnia e em outros ambientes tropicais relatam a
composicdo das comunidades bacterianas do solo (JESUS et al., 2009). Bactérias do género
Bacillus sdo encontradas em diversos ambientes, principalmente, no solo. Além disso, estas
podem ser encontradas em ambientes aquticos, vegetagdo, alimentos e no trato
gastrointestinal de varios animais. Membros do género Bacillus sdo bactérias Gram-positivas,
aerdbias e formadoras de enddsporo, que sdo caracterizados por sua morfologia das células
em forma de bastonete, producgdo de catalase e sua distribuicdo ubiqua (NICHOLSON, 2002).

Espécies de Bacillus sdo fenotipicamente e genotipicamente heterogénea e,
consequentemente, exibem diversas propriedades fisiologicas, tais como a capacidade de
degradar muitos diferentes substratos derivados de plantas e fontes animais, incluindo
celulose, amido, proteinas, agar, hidrocarbonetos e também os biocombustiveis (ABRIOUEL
et al., 2010).

A diversidade nas propriedades fisiologicas, que é refletida pela grande diversidade de
estirpes de Bacillus, permite que essas bactérias colonizem variedades de habitats ecoldgicos,
explorando uma grande variedade de substratos organicos e inorganicos como fontes de
nutrientes (ALCARAZ et al., 2010). Esta capacidade de diversificacdo ecoldgica foi
potencializada pela producdo de esporos, que sdo caracterizados pela sua notavel capacidade
de resisténcia e de dorméncia (ABRIOUEL et al., 2010).

O género é composto predominantemente de espécies ndo patogénicas, resultando, por
exemplo, na administragcdo de alimentos e drogas pela concessdo do organismo geralmente
considerado como estado seguro. No entanto o género também inclui um nimero de espécies
patogénicas de animais e insetos, incluindo Bacillus anthracis, o agente causador do antraz;
Bacillus cereus, um patégeno oportunista humano; e Bacillus thuringiensis, um patdgeno de
insetos (THWAITE et al., 2008).

Atualmente, cerca de 60% das enzimas disponiveis comercialmente sdo produzidas
por espécies de Bacillus, principalmente, sendo proteinas homdlogas que sdo naturalmente
secretadas no meio de crescimento (WESTERS, 2004). Proteases comerciais, principalmente,
neutra e alcalina, sdo produzidas por organismos pertencentes ao género Bacillus. Proteases
neutras de bactérias sdo ativas em uma faixa de pH estreita (pH 5-8) e tém relativamente
baixa termotolerancia. Neutrase, uma protease neutra, é insensivel aos inibidores de
proteinase de plantas naturais e é Gtil na indUstria cervejeira. Algumas das proteases neutras
pertencem ao tipo metaloprotease e requerem ions metélicos divalentes para sua atividade,
enquanto outros sdo proteinases serina, que ndo sdo afetados por agentes quelantes. Proteases

alcalinas bacterianas séo caracterizadas por sua alta atividade em pH alcalino, por exemplo,
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pH 10, e sua especificidade de substrato amplo. Sua temperatura ideal & em torno de 60 °C.
Estas propriedades de proteases alcalinas de bactérias sdo adequadas para uso na industria de
detergentes (RAO et al., 1998). Além disso, as linhagens de Bacillus possuem capacidade
para produzir e secretar grandes quantidades (20-25 g/L) de enzimas extracelulares. As
enzimas extracelulares ou exoenzimas sdo completamente dissociadas da célula, encontradas
no meio circundante e aumentam a habilidade das bactérias em obter nutriente. As bactérias
do género Bacillus apresentam grande variedade de exoenzimas, dentre elas as amilases e
proteases sdo as mais presentes (PRIEST, 1977), estando entre as mais importantes produtoras
de enzimas industriais (SCHALLMEY et al., 2004).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Micro-organismos

Os experimentos foram realizados no laboratério de microbiologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) e no Laboratério de
Biologia Molecular da Universidade do Estado do Amazonas (UEA). Foram estudadas oito
amostras do género Bacillus provenientes do solo amazonico, estas amostras sdo pertecentes a
bacterioteca do Laboratdrio de Microbiologia (UFAM) e foram catalogadas e depositadas na

colegdo de cultura de Micro-organismos do Departamento de Parasitologia DPUA/UFAM.
3.2 Selecdo de bactérias como produtoras de protease

Para a selecdo de bactérias produtoras de proteases, as amostras foram reativadas em
caldo Mueller-Hinton e incubadas por 24 horas a 37 °C. Em seguida, as coldnias bacterianas
foram inoculadas em meio Agar gelatina/leite 1 % (p/v) e incubados a 37 °C por 24h. A
atividade enzimética (Pz) em meio sélido foi medida por meio da razdo entre o didmetro da
colbnia sobre o diametro da col6nia mais a zona de precipitagdo. Quanto menor valor de ( Pz
), maior atividade enzimatica, sendo os resultados apresentados em cddigos: valor 1 quando (
Pz ) = 1,0 (auséncia de atividade enzimética), valor 2 quando 0,64<( Pz )>1,0 (atividade
enzimética positiva) e valor 3 quando ( Pz ) < 0,64 (atividade enzimatica fortemente positiva)
(PRINCE et al., 1982; SANTOS et al., 2009). As colbnias que apresentaram halo hialino da
degradacdo enzimatica com Pz abaixo de 0,64 foram inoculadas em meio sélido de acordo
Wu et al. (2010), com algumas modificagées. O meio foi composto de 0,5 g.L™ de KH,POy;
0,2 g.L™" MgS0,.7H,0; 0,1 g.L™* ZnSO4-H,0; 1 g.L™* de NaCl, colageno insolivel a 0,25 %
(p/v) e Agar al5 % (p/v), pH 7,2. Apds 24 horas de incubacéo, a 37 °C, o coldgeno
digerido foi revelado com a adicdo de Coomassie brilliant blue G (LUPAN et al., 1986;
DOUST et al., 2004). As amostras que apresentaram halo de degradacdo foram submetidas a
testes bioquimicos segundo Barrow e Feltham (1993) para a confirmagdo taxondmica e

posteriormente realizado o ensaio enzimatico.

3.3 Condigdes de cultivo
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Dois sucessivos planejamentos fatoriais completos 2% com quatro (04) repetices no
ponto central (tabelas 3 e 4) foram elaborados para a anélise das faixas de pH, temperatura e
concentragdo de substrato. O meio de fermentacdo utilizado descrito por Tran e Nagano
(2002), com modificacdes, composto de 2,0 g.L™* de KH,POy; 1,0 g.L™ de (NH,);SO4; 0,1
g.L* MgS0,4.7H;0; 0,1 g.L! ZnS0O,4-H,0; 0,9 g.L™ Na,HPO4.2H,0; 0,25 g.L™ de CaCl, e
concentragdes variadas de gelatina. Foi elaborada uma suspensdo celular na escala 1,0 de
MacFaland e 200pL foram adicionados em Erlenmeyers de 125 mL com 25 mL de meio de
fermentacdo. Em seguida, a cultura foi submetida a agitagdo de 160 rpm durante 24 horas nas
temperaturas estabelecidas em planejamento fatorial. Apdés o periodo de agitacdo, o
sobrenadante foi separado por centrifugacdo 10.000 x g durante 10 minutos e foi feita a

filtracdo em membrana de 0,22 pm.

Tabela 3 - Primeiro planejamento fatorial completo 2° com quatro repeticdes no ponto central.

Variaveis Niveis
-1 0 +1
pH 5,0 6,0 7,2
Temperatura ( °C) 25 37 45
Concentragéo de gelatina (% m/v) 0,25 0,5 1,0

Tabela 4 - Segundo planejamento fatorial completo 2° com quatro repeticdes no ponto central.

Variaveis Niveis
-1 0 +1
pH 7,0 8,0 9,0
Temperatura (°C) 37 45 50
Concentragéo de gelatina (% m/v) 0,5 1,0 1,5

3.4 Ensaio Enzimaético

O ensaio enzimético foi realizado de acordo com o método desenvolvido por Moore e
Stein (1948), com algumas modificagdes. A mistura foi composta de 0,2 mL do sobrenadante
enzimético, 0,8 mL de 50 mM Tris-HCI contendo 4 mM CaCl e coldgeno insolivel a 1 %
(p/v) em faixas de pH estabelecidas pelo planejamento fatorial. Posteriormente, foi incubado
durante 5 horas nas temperaturas estabelecidas pelo planejamento fatorial. Apds esse periodo,
a reacdo foi interrompida pela adicdo de 0.2 mL de &cido tricloroacético a 10 % (p/v). Tubos
contendo a mistura foram centrifugados a 10.000 xg por 10 minutos e o extrato enzimatico foi

filtrado em 0,22 pm. Uma unidade de grupo amino livre de colageno foi mensurada pelo
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método de ninidrina, no qual 0,5 mL de solu¢do ninidrina a 2 % (p/v) e 0,2 mL do
sobrenadante foram aquecidos por 10 minutos. Em seguida, foram submetidos a resfriamento
por cinco minutos. Foi feita uma diluigdo com 5 mL de 1-propanol a 50 % (p/v). A mistura foi
centrifugada a 12.000 x g durante 10 minutos e a absorbancia foi medida em 570 nm. A
atividade colagenolitica foi expressa como um pmol de glicina equivalente liberado por
minuto. A atividade expressa em U/mL foi calculada de acordo com a equacdo:

_ (umol de glicina)x(df)x(Vt)

U/mL (Ve)x(Vn)

onde, df é o fator de diluigdo (ml), Vt é o volume total (ml) , Ve é o volume do extrato
enzimético (ml) e Vn = volume de ninidrina (ml). A concentragdo de proteinas foi
determinada segundo Bradford (1976). A atividade especifica foi calculada pela raz&o entre a

atividade (U/mL) e a quantidade de proteina na amostra (mg/mL) e expressa em U/mg.

3.5 Atividade Proteolitica

A atividade proteolitica foi determinada utilizando-se 150 pL do extrato bruto e como
substrato 250 pL de azocaseina a 1,0 % (p/v) (Sigma, St. Louis, MO USA), em Tamp&o Tris-
HCI 0,05 M pH 7,2. A reacdo foi mantida em camara escura e ap6s 60 minutos, adicionou-se
1,2 mL de &cido tricloroacético a 10 % (p/v). O residuo remanescente foi removido por
centrifugacdo (8000xg), a 4 °C por 10 minutos. Do sobrenadante foram retirados 0,8 mL e
adicionado a 1,4 mL de hidroxido de so6dio 1M, procedendo-se a leitura a 440 nm. Uma
unidade de atividade proteésica foi definida por Leigton (1973), como a quantidade de enzima
necessaria para produzir uma variacdo de absorbéancia igual a 0,1 em 60 minutos, sendo

expressa em U/mL.

3.6 Efeito e estabilidade do pH sobre a atividade proteolitica dos extratos enziméaticos

A determinagdo o efeito do pH 6timo da enzima foi realizada de acordo com a
metodologia descrita do item 5.5. O pH da mistura de 1% azocaseina foi variado ao longo das
faixas de 5,0-10,0. Os tampdes utilizados foram: 50 mM citrato (5,0-6,0), 50 mM Tris-HCI
(pH 7,2-9,0) e 50 mM carbonato-bicarbonato (pH 10,0). Determinaram-se as atividades
relativas considerando-se 100 % o pH no qual foi observada a maior atividade enzimatica. A
estabilidade do pH foi analisada por 150 minutos, considerando a atividade relativa da enzima

expressa em porcentagem. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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3.7_Inf|uéncias do pH e temperatura na estabilidade da atividade proteolitica do extrato
enzimatico

A determinacdo da temperatura 6tima para a atividade da enzima foi realizada de
acordo com a metodologia descrita no item 3.5 com 1 % de azocaseina em 50 mM de tampéo
Tris-HCI (pH 7,2), o extrato enzimatico foi incubado nas temperaturas 25, 37, 45, 50, 60 e
80°C por 60 minutos. A estabilidade da temperatura foi analisada por 105 minutos,
considerando a atividade relativa da enzima expressa em porcentagem. Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.

3.8 Andlises estatisticas

Os planejamentos fatoriais e graficos de Pareto foram elaborados utilizando o
programa estatistico Minitab 16 e os graficos de efeito e estabilidade dos extratos enzimaticos

foram elaborados utilizando o programa Excel 2007.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Selecdo de bactérias como produtoras de protease

As amostras bacterianas foram inoculadas em meio sélido Agar gelatina/leite a 1%
(p/v) para a determinagdo da atividade proteolitica qualitativa, no qual houve formacdo de
halos translucido ou zona de precipitacdo (figura 5). A atividade enzimatica (Pz) em meio

s6lido foi medida em milimetro, de acordo com o item 3.2 e apresentada na tabela 5.

Figura 5 - Atividade proteolitica das amostras bacterianas
provenientes de solo em Agar gelatina/leite 1 % (p/v). Placas
incubadas a 37 °C durante 24 horas. Fonte pessoal.

Tabela 5 - Atividade enziméatica em meio solido Agar gelatina/leite 1 % (p/v).

Dh
Bactérias Dc (mm) (mm) Pz
B6 6 16 0,375
B7 1 07 0,143
B8 6 14 0,428
B40 6 17 0,353
B67 8 18 0,444
Co1 5 15 0,333
Co02 5 16 0,313
N10 4 14 0,285

Dc = diametro da col6nia; Dh = Diametro do halo acrescido do didmetro da
colbnia; Pz = atividade enzimatica
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Em seguida, as bactérias que apresentaram Pz > 0,64 foram semeadas em meio Agar
colédgeno a 0,25 % (p/v) e a partir da revelagdo com adi¢do de Comassie brilliant blue G,
apresentaram zonas claras ao redor das col6nias no meio (figura 6) sugerindo a produgéo da
enzima colagenolitica. Duas amostras N10 e B40 apresentaram halo de degradacdo de

colageno.

Figura 6 - Atividade colagenolitica ap6s 24 horas de incubacéo, a 37
°C. O colageno digerido foi revelado com a adicdo de Comassie
brilliant blue G. Zonas claras indicadas pelas setas.

Para a confirmagdo das caracteristicas taxonémicas (tabela 6), as amostras das
bactérias N10 e B40 foram submetidas a identificacdo bioquimica. As duas amostras
selecionadas foram identificadas como Gram-positivas, esporuladas com producéo de catalase
pertencentes ao género Bacillus, confirmando as espécies desse género como Bacillus sp. e
Bacillus stearothermophilus, respectivamente, segundo Barrow e Feltham (1993), Nazina et
al. (2004), Schaffer et al. (2004), Ettoumi et al. (2009) e Sharma et al. (2009). As amostras
foram depositadas na colecdo de cultura de micro-organismos do Departamento de
Parasitologia da Universidade Federal do Amazonas DPUA/UFAM catalogadas como
Bacillus sp. DPUA1728 e Bacillus stearothermophilus DPUA1729.
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Tabela 6 - Testes Bioquimicos realizados para a confirmacdo da identificacdo de

bactérias.
Testes Bacillus sp. Bacillus
stearothermophilus
Gram + +
Esporos 24 hs + +
Oxidase + +
Catalase + +
Citrato - -
Motilidade + +
Urease - -
Indol - -
Reacédo de VP - -
Hidrolise de:
Amido + +
Caseina + +
Gelatina + +

Producdo de &cido de:

Glicose + +
Lactose + -
Manitol + -
Arabinose + +
Xilose + +
Galactose + +
Frutose + +
Reducéo de Nitrato + +
Crescimento anaerobico + +
NaCl 7 % (m/v) - +
NaCl 10 % (m/v) - F
Crescimento a 50 °C + +
Crescimento a 60 °C + +
DNAase F F

F=fraco VP= Reacdo de VVoges Proskauer
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4.2 Ensaio Enzimaético

Na tabela 7 estdo apresentados os dados referentes ao primeiro fatorial 2° da atividade
enzimética com a amostra Bacillus sp. DPUA1728. O maior valor da atividade colagenolitica
obtido para Bacillus sp. DPUAL728 apds 24 h de fermentacdo foi 64,29 U/mL com atividade
especifica de 110,89 U/mg em pH 7,2 a 45 °C com 1,0 % (p/v) da concentracdo de substrato.
Para cada planejamento fatorial foi elaborado um gréafico de Pareto, onde foi compreendida a
relagdo entre os fatores e nos permitiu avaliar as melhores condi¢cbes para a producdo
enzimatica. Os valores de efeito significativo das varidveis estudadas foram analisados,
visando verificar a producdo do extrato enzimatico de Bacillus sp. DPUA1728 que estdo

ilustrados no gréfico de Pareto (figura 7).

Tabela 7 - Producdo de protease colagenolitica de Bacillus sp. DPUA1728 no primeiro
planejamento fatorial (23).

Fatores oH T S Ac PT Ae

(°C) (%0) (Um/L) (mg/mL) (U/mg)
1 5,0 25 0,25 21,16 0,42 50,34
2 7,2 25 0,25 19,89 0,46 42,88
3 5,0 45 0,25 34,92 0,38 92,66
4 7,2 45 0,25 33,40 0,72 46,09
5 5,0 25 1,00 21,37 0,75 28,36
6 7,2 25 1,00 54,40 0,52 104,27
7 5,0 45 1,00 60,92 0,84 72,47
8 7,2 45 1,00 64,29 0,58 110,89
9* 6,0 37 0,50 25,97 0,70 37,34
10* 6,0 37 0,50 23,44 0,71 33,00
11* 6,0 37 0,50 27,60 0,71 38,87
12* 6,0 37 0,50 23,62 0,71 33,26

pH = pH inicial do meio; T = temperatura; S = concentracdo de substrato; Ac =
Atividade colagenolitica; PT = proteina total; Ae = Atividade colagenolitica
especifica.

A linha vermelha é usada para avaliar quais efeitos foram significativos e as barras que
se estendem além dessa linha séo correspondentes aos efeitos em nivel de 5% de significancia
estatistica. Os dados revelam que todas as condigdes foram significativas e os valores
significativos indicam que a producgdo de protease colagenolitica aumenta quanto os fatores
pH, temperatura e concentragdo de substrato estdo em seus maiores niveis. Embora, a

interacdo entre os fatores pH e temperatura tenham efeito negativo, a relagdo entre os trés
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fatores testados tiveram influencia positiva (5, 2541), o que significa que o aumento

simultaneo nos niveis destas variaveis favorece melhor a producéo de preotease colagenolitica
(Fig. 7).

0,05

C 16,2188

B 13,5777

ACH 6,93628

A 5,94904

AB -5,29516

ABC 5,20541

BC 4 3,92329

Figura 7 - Grafico de Pareto definindo as inter-relacdes entre as variaveis
independentes, demonstrando a afinidade entre as escalas mais elevadas das inter-
relagdes. A = pH, B= Temperatura e C = Concentracdo do substrato.

A estratégia utilizada para atingir o objetivo desta etapa do trabalho foi explorar mais
detalhadamente um dominio em todas as condi¢fes experimentais previamente selecionadas
para producdo da protease. A partir dos dados obtidos no experimento fatorial utilizando
Bacillus sp. DPUAL1728, foi realizado um segundo planejamento fatorial para verificar as
melhores condigOes para produgdo de colagenase (tabela 4).

Na tabela 8 foram demonstrados os valores da atividade enzimética realizado no
segundo ensaio para Bacillus sp. DPUA1728, a maior atividade colagenolitica em 24 h foi de
86,27 U/mL com atividade especifica de 145,18 U/mg em pH 9,0 a 37 °C com 1,5 % (p/v) de
concentragdo de substrato. Resultados semelhantes foram verificados por Patel et al. (2005)
utilizando gelatina em fermentagcdo de Bacillus sp. observaram que o aumento gradual da
concentracdo de substrato influencia na maxima producdo de protease. Nos estudos de Lima
et al. (2009) utilizado Candida albicans URM3622 e de Lima et al. (2011) usando Penicillium
aurantiogriseum URM 4622 observaram que o pH do meio fermentado também influencia no
aumento da producéo de protease, mostrando a importancia do pH inicial para a otimizacdo da
producéo.

Nos dados referente ao segundo ensaio fatorial, observou-se que os valores de efeito

significativo indicaram em média as maiores atividades obtidas quando temperatura foi
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selecionado em seu menor nivel e as interagdes pH e concentragdo de substrato foram
selecionados no seu nivel mais elevado. Observou-se que o aumento da concentracdo do
substrato é o Unico que individualmente favorece melhor a producdo de protease
colagenolitica. No entanto, as interagdes entre pH temperatura e concentracdo de substrato

apresentaram efeito néo significativo (figura 8).

Tabela 8 - Produgdo de protease colagenolitica de Bacillus sp. DPUAL1728 no segundo
planejamento fatorial (2°%).

Fatores oH T S Ac PT Ae

(°C) (%) (U/mL) (mg/mL) (U/mg)
1 7,2 37 0,50 35,22 0,59 71,13
2 9,0 37 0,50 53,31 0,48 111,47
3 7,2 50 0,50 19,02 0,30 62,49
4 9,0 50 0,50 16,38 0,33 49,13
5 7,2 37 1,50 70,12 1,06 66,27
6 9,0 37 1,50 86,27 0,66 145,18
7 7,2 50 1,50 22,31 0,55 40,52
8 9,0 50 1,50 17,28 0,35 49,68
9* 8,0 45 1,00 33,76 0,70 43,14
10* 8,0 45 1,00 36,47 0,70 52,43
11* 8,0 45 1,00 35,32 0,65 54,15
12* 8,0 45 1,00 32,85 0,65 50,37

pH = pH inicial do meio; T = temperatura; S = concentracdo de substrato; Ac =
Atividade colagenolitica; PT = proteina total; Ae = Atividade colagenolitica
especifica.

B B )

CH 14,2861

BC 4 12407

AB 76536

ABC -1)e4517

AC | o5

Figura 8 - Grafico de Pareto definindo as inter-relagbes entre as variaveis
independentes, demonstrando a afinidade entre as escalas mais elevadas das inter-
relagdes. A = pH, B = Temperatura e C = Concentragdo do substrato.
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Na tabela 9 séo apresentados os dados referentes ao primeiro fatorial 2° da atividade
enzimética com a amostra B. stearothermophilus DPUA1729. O valor de maior atividade
enzimética colagenolitica foi 79,38,15 U/mL com atividade especifica de 136,92 U/mg em pH
7,2 a 25 °C com concentragdo de substrato a 1 % (p/v). Resultados similares foram obtidos
por Suphatharaprateep et al. (2011) utilizando Bacillus cereus CNAL na producéo de protease
colagenolitica, diversas fontes de carbono em diferentes pH’s foram testadas. Na qual as
melhores condi¢des para maxima producéo da protease colagenolitica foram em seus menores
niveis, em pH 7,5 com 1 % (p/v) de concentracdo de gelatina a 37 °C.

Resultados semelhantes as condigdes foram obtidos por Lima et al. (2011) utilizando
Penicillum aurantiogriseum URM 4622, nos quais a maxima producéo foi nas condi¢bes onde
a temperatura esteve em seu maior nivel e a concentragdo de substrato e faixas de pH em seus
menores niveis. No estudo de Zambare et al. (2011) com Pseudomonas aeruginosa MCM-327
constatou que a temperatura apresenta influencia negativa na atividade colagenolitica. Neste
contexto, observou-se que essas proteases produzidas por B. stearothermophilus DPUA1729
possuem baixa tolerancia & temperatura, que segundo Rao et al. (1998) proteases com baixa
tolerancia sdo consideradas proteases bacterianas neutras e sdo ativas na faixa de pH de 5,0 a
8,0.

Tabela 9 - Producdo de protease colagenolitica de B. stearothermophilus
DPUA1729 no primeiro planejamento fatorial (23).

pH T S Ac PT Ae

(°C) (%0) (U/mL)  (mg/mL) (U/mg)
1 5,0 25 0,25 35,20 0,38 93,40
2 7,2 25 0,25 29,14 0,43 67,02
3 5,0 45 0,25 15,95 0,04 220,08
4 7,2 45 0,25 15,20 0,59 25,59
5 5,0 25 1,00 44,04 0,14 303,87
6 7,2 25 1,00 79,38 0,58 136,92
7 5,0 45 1,00 19,78 0,13 151,61
8 7,2 45 1,00 16,36 0,06 225,72
9* 6,0 37 0,50 39,10 0,22 158,69
10 6,0 37 0,50 39,28 0,26 150,59
11* 6,0 37 0,50 40,40 0,22 154,86
12* 6,0 37 0,50 43,18 0,30 165,54

pH = pH inicial do meio; T = temperatura; S = concentracao de substrato; Ac =
Atividade colagenolitica; PT = proteina total; Ae = Atividade colagenolitica
especifica.
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Os dados apresentados na figura 9 referentes aos ensaios utilizando a amostra B.
stearothermophilus DPUA1729 indicam que, os valores dos efeitos e as interagbes foram
significativos em todos os ensaios, no qual o pH e a concentragdo de substrato e a sua
respectiva interacdo apresentou influéncia positiva. Entretanto, neste presente trabalho, a
temperatura de fermentacéo utilizando a amostra B. stearothermophilus DPUA1729, teve um

efeito negativo (-22,5881) (figura 9) sobre a producéo de protease colagenolitica.
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B -2,581

CH 12,0117

BC A -10,1444

ABC A -8,26325

ACH 7,259

AB + -6,2706

AA 4,70952

Figura 9 - Gréfico de Pareto definindo as inter-relagBes entre as variaveis
independentes, demonstrando a afinidade entre as escalas mais elevadas das
inter-relagdes. A = pH, B = Temperatura e C = Concentracdo do substrato.

4.3 Efeitos do pH e da temperatura sobre a atividade proteolitica dos extratos enzimaticos de
Bacillus sp. DPUA1728 e B. stearothermophilus DPUA1729.

No efeito do pH sobre a atividade proteolitica dos extratos enzimaticos de Bacillus sp.
DPUA1728 e B. stearothermophilus DPUAL729., verificou-se que ambas as bactérias
apresentaram atividade em faixas de pH (5,0-10,0) por 60 minutos. Porém, a atividade
maxima dos extratos enzimaticos tanto de Bacillus sp. DPUA1728 quanto de B.
stearothermophilus DPUA1729 foi em pH 9,0 (figura 10). Contudo 80% da atividade de
protease para ambas as bactérias foram na faixas de pH de 7,2 e 9,0 e acima de 60% dessa
atividade foi entre pH 6,0 a 10,0.

Resultados similares foram observados no estudo de Lima et al. (2011) na producéo de
protease, porém utilizando Penicillium aurantiogriseum URM 4622, cuja méaxima atividade
foi expressada no pH 9,0. Por conseguinte, nos trabalhos de Liu et al. (2010) usando Bacillus

cereus MBL13 e de Zambare et al. (2011) fermentando Pseudomonas aeruginosa MCM-327,
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obtiveram méxima producéo de protease em pH 8,0, isto €, dentro da faixa dos 80 % dos pHs

6timos supracitados. Entretanto, no estudo de Nakawahara et al. (1993) com Bacillus alvei

DC-1, os resultados de atividade proteolitica maxima foram em pH 6,0.
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Figura 10 - Efeito do pH a 50 °C sobre a atividade proteolitica produzida por Bacillus sp.
DPUAL1728 (9a) e Bacillus stearothermophilus DPUA1729 (9b).

Os dados referentes ao efeito da temperatura sobre a atividade proteolitica dos extratos

enziméaticos das bactérias Bacillus sp. DPUA1728 e B. stearothermophilus DPUA1729

apresentaram maxima atividade enzimatica em 50 °C (figura 11). O perfil de temperatura de

Bacillus sp. DPUAL728 apresenta mais de 50 % da atividade enzimatica entre 45 e 60 °C

(figura 11a). Porém, a atividade proteolitica de B. stearothermophilus DPUA1729 mantém

mais de 50 % de acdo enzimaética entre 45 e 50 °C. Contudo, 0 aumento da temperatura acima

de 60 °C reduz a atividade da protease abaixo de 20 % (figura 11b).
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Figura 11 - Efeito da temperatura em pH 7,2 sobre a atividade proteolitica produzida por Bacillus
sp. DPUA1728 (11a) e Bacillus stearothermophilus DPUA1729 (11b).

Resultado semelhante foi expresso no estudo de Nagano e To, (1999) utilizando

Bacillus subtilis FS-2, confirmando 50 °C como temperatura 6tima na producdo de protease.
Todavia, nos trabalhos de Lima et al. (2009), utilizando Candida albicans URM3622,
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Suphatharaprateep et al. (2010) com Bacillus cereus CNAL1 e Wu et al. (2010) usando
Bacillus pumilus Col-J, os resultados expressaram atividades 6timas na producdo protease a

45 °C, dentro da faixa de 60 % da atividade 6tima relativa obtida neste estudo.

4.4 Influéncias do pH e temperatura na estabilidade da atividade preoteolitica do extrato

enzimético de Bacillus sp. e B. stearothermophilus

Os dados referentes a estabilidade do pH da atividade proteolitica do extrato
enzimético da amostra Bacillus sp. DPUA1728 foi expressa acima de 74 % da atividade
maxima relativa nas faixas de pH alcalino (7,2-10,0) (figura 12a). Porém, estes resultados
divergem dos obtidos por Lima et al. (2009), nos quais a atividade de protease de Candida
albicans URM3622 teve estabilidade acima de 90 % na faixa de pH 6,0 a 8,2 em 90 minutos,
com reducdo a menos de 60 % em pH 10,0. Os valores obtidos com B. stearothermophilus
DPUA1729 referentes a estabilidade frente ao pH da atividade proteolitica foram mantidos
acima de 66% em faixas de pH 6,0 a 9,0, com redugdo menor que 20 % em pH 10,0 (figura
12b). Resultados similares observados nos estudos realizados por Petrova et al. (2006)
produzindo protease utilizando Streptomyces sp. Strain 3B e por Sela et al. (1998) usando
Bacillus cereus na producéo protease, estes estudos verificaram a estabilidade da atividade
enzimética em faixas de pH (6,5 - 9,0) e (5,6-8,2) respectivamente.
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Figura 12 - Estabilidade do pH a 50 °C sobre a atividade proteolitica produzida por Bacillus sp.

DPUAL1728 (12a) e B. stearothermophillus DPUA1729 (12b).

Quanto & estabilidade da temperatura sobre a atividade proteolitica de Bacillus sp.
DPUA1728 e B. stearothermophillus DPUA1729 (figura 13) foi constatado que ambos o0s
extratos enzimaticos expressaram atividade em todas as temperaturas testadas (25 °C-80 °C)
por 105 minutos. A estabilidade para o extrato de Bacillus sp. DPUA1728 foi mantida acima

de 97 % entre a faixa de temperatura de 45 °C a 60 °C (figura 13a). Porém, a estabilidade para
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0 extrato de B. stearothermophillus DPUA1729 em relagéo & temperatura manteve-se acima
de 85 % da atividade relativa (figura 13b). Resultado similar & estabilidade da temperatura de
B. stearothermophillus foi obtido por Nagano e To, (1999), no qual a producéo de protease
por Bacillus subtilis FS-2 foi na faixa de temperaturas de 55 °C a 60 °C.

Os resultados apresentados nesse trabalho referente & estabilidade da atividade
enzimética sdo divergentes dos obtidos por Gupta et al. (2005) que utilizou protease
produzida por Bacillus sp. DPUAL728, obtendo atividade acima de 80 % a 50 °C e acima de
92 % a 45 °C utilizando um tempo inferior (40 minutos), com reducdo da atividade relativa a
18% com temperaturas acima de 55 °C e de Suphatharaprateep et al. (2010), usando proteases
de Bacillus cereus CNAL e Klebsiella pneumoniae CNL3 quando submetidas a 50 °C por um
tempo de 60 minutos apresentaram menos de 60 % da atividade relativa, com reducéo da
atividade a 40 % depois de incubado a 55 °C.
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Figura 13 - Estabilidade da temperatura em pH 7,2 sobre a atividade proteolitica produzida por Bacillus
sp. DPUA1728 (13a) e B. stearothermophillus DPUA1729 (13b).

5. CONCLUSAO

Neste trabalho, duas amostras de bactérias do género Bacillus originérias de solo
amazonico, Bacillus sp. DPUA1728 e Bacillus stearothermophilus DPUA1729, apresentaram
producdo de proteases colagenoliticas quando submetidas ao meio sélido contendo apenas
coldgeno solivel como fonte de carbono. Suas respectivas atividades méximas foram
expressas em condigdes distintas de fermentacdo (pH, temperatura e concentragdo de
substrato) quando submetidas a um planejamento fatorial 2° completo.

Com base nos dados obtidos, na deteccdo da produgdo de proteases colagenoliticas e

em estudos voltados para essa enzima especifica, tanto Bacillus sp. DPUA1728 quanto B.
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stearothermophilus DPUA1729 podem ser micro-organismos de grande potencial para
producdo de enzimas industriais, em aplicagbes médicas, cosméticos e alimentos e em
processos que utilizam colageno e couro.

Sugere-se novos trabalhos, como a purificagdo de enzima mais refinada, efeitos de
inibidores, estimacdo do peso molecular e verificagéo da citotoxicidade devem ser realizados,

a fim de elucidar a utilizacéo desses micro-organismos e suas aplicacfes biotecnolégicas.
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