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RESUMO

Na floresta Amazoénica sdo encontrados solos agricultaveis denominado de solo de
Terra Preta de indio (TPI), um solo rico em matéria organica € em minerais. A
biodiversidade da Amazbnia constitui uma fonte de valor altissimo de micro-
organismos nao-cultivaveis que podem ser isolados através das construcdes das
bibliotecas metagendmicas, utilizando vetores de grandes fragmentos, com o
objetivo de encontrar novas enzimas biocataliticas. As enzimas de maior aplicacdo
no mercado industrial sdo as amilases e proteases, aplicadas nas industrias:
quimica, farmacéutica, téxtil, de detergentes e alimenticia. As amilases sao
capazes de degradar o amido em unidades de sacarideos menores, jA as
proteases catalisam a hidrélise de ligacdes peptidicas. O objetivo deste trabalho foi
isolar e caracterizar parcialmente enzimas amiloliticas e proteoliticas de clones
isolados a partir de uma selecéo funcional da biblioteca metagenémica de TPI da
regido Amazobnica construida com DNA total extraido dos micro-organismos
presentes nas amostras de solos de TPI, inseridos no vetor fosmidial (pCC1Fos™)
e clonado na célula hospedeira Escherichia coli (EPI300). De 1.344 clones
pertencente a biblioteca metagenoémica, apenas 4 clones foram produtores de halo
de hidrolise de amido e 3 clones foram proteoliticos, além disso, todas as enzimas
produzidas pelos 4 clones amiloliticos e 1 clone proteolitico foram caracterizadas
parcialmente. Apds o isolamento, os clones foram inoculados em meio de cultura
Luria Bertani (LB) a 37°C, sob agitacdo de 150 rpm e submetidos aos ensaios
enzimaticos nos pHs de 3 a 10 e temperatura variando de 25 a 100°C por até 90
minutos de incubacéo. As amilases tiveram sua maior produgcéo em 24 horas (4,3
U/mL) e sua atividade 6tima foi em pH neutro a levemente alcalino, o clone P1C4
demonstrou a maior producao a 70°C (6,93 U/mL), ja os clones P5C4 e P6C12
demonstraram a maior termoestabilidade a 80°C, tais resultados indicam que o
gene de alfa-amilase clonado deve ser codificador de uma enzima termoestavel,
como por exemplo, a enzima produzida por Bacillus liqueniformis. Ja o clone P3A3
produziu 26,3 U/mL de proteases em 10 horas de producéo, sua atividade 6tima foi
em pH neutro, sendo sua temperatura oOtima em 30°C (56,0 U/mL) e sua
termoestabilidade foi demonstrada em 50°C (22,0 U/mL). Estas caracteristicas
contribuem para a aplicacdo destas enzimas em setores industriais como na
producdo de alimentos, inddstria quimica e producdo de detergentes. As enzimas
isoladas neste trabalho demonstraram caracteristicas e atuacdes novas quando
comparadas a enzimas descritas atualmente, a qual comprova a eficiéncia da
construcdo de bibliotecas metagenémicas para o isolamento de novos bioprodutos.

Palavras-chaves: metagenoma, amilase, protease, enzimas, fosmideo



ABSTRACT

In the Amazon agricultural soils are found in soil called Anthropogenic Dark
Earths (ADE), a soil rich in organic matter and minerals. The biodiversity is a
source of very high value of non-cultivable microorganisms that can be isolated
through construction of metagenomic libraries, using vectors of large fragments,
with the goal of finding new biocatalytic enzymes. Enzymes widely used in the
industrial market are amylase and protease, are applied in industry: chemical,
pharmaceutical, textile, detergent and food industries. Amylases degrade starch
into smaller units of saccharides, as proteases catalyze the hydrolysis of
peptide bonds. The aim of this study was to isolate and partially characterize
enzymes amylase and protease of clones isolated from a selection of functional
metagenomic library of TPI in the Amazon region. In this study were isolated
1.344 clones, only 4 producing halo of starch hydrolysis and 3 proteolytic clones
belonging to metagenomic library constructed with total DNA extracted from
microorganisms present in soil samples of the TPI, were partially characterized
the enzymes produced by 4 clones amilolytic and 1 proteolytic clone. After
isolation, the clones were inoculated in culture medium Luria Bertani (LB) at
37°C under agitation of 150 rpm and subjected to assays at pHs of 3 to 10 and
temperatures ranging from 25 to 100°C for up to 90 of incubation. Amylases
had its highest production in 24 h (4.3 U/mL) and its activity was optimal at
neutral pH to slightly alkaline, the clone P1C4 showed the highest production at
70°C (6.93 U/mL), since the clones P5C4 and P6C12 reported higher
thermostability at 80°C, these results indicate that the gene for alpha-amylase
to be cloned encoding a thermostable enzyme, such as the enzyme produced
by Bacillus liqgueniformis. Since the clone P3A3 produced 26.3 U/mL protease in
10 hours of production, its activity was optimal at neutral pH, and its optimum
temperature at 30°C (56.0 U/mL) and its thermostability was demonstrated in
50°C (22,0 U/mL). These features contribute to the implementation of these
enzymes in industrial sectors as in food production, chemical industry and
production of detergents. The enzymes isolated in this study demonstrated new
features and performance when compared to enzymes described today, which
proves the efficiency of the construction of metagenomic libraries for isolation of
new bioproducts.

Keywords: metagenomic, amylase, protease enzymes, fosmid



1. INTRODUCAO GERAL

A floresta Amazonica é conhecida mundialmente como a maior floresta
tropical e ocupa uma area de aproximadamente 5,5 milhdes de km?
correspondendo a 30% de todo o continente sul-americano (KALIF et al., 2000).
Esta floresta é caracterizada por possuir uma elevada diversidade biologica de
fauna e flora, sendo em torno de 15.000 espécies de animais documentados,
além de mais de 5.000 espécies de arvores descritas (BORNEMAN e TRIPLET,
1997).

Na Amazonia encontram-se dois tipos de florestas: a de terra firme, que
caracteriza-se por ser uma area nao alagada durante o periodo de cheia dos rios
e que apresentam elevadas quantidades de arvores podendo atingir mais de 40
metros de altura; e a floresta de varzea ou igapé que sédo areas inundaveis e
localizam-se em areas proxima aos rios e apresentam arvores de médio-baixo
porte (KALIF et al., 2000).

A floresta de terra firme na Amazonia apresenta solos acidos, na sua maior
parte, com baixa capacidade de troca catibnica e, conseguentemente, baixa
fertilidade (MOREIRA e MALAVOLTA, 2002). Contudo, existem grandes areas
potencialmente agricultdveis e com alta fertilidade, dentre elas destaca-se a
Terra Preta de Indio (TPI), denominacdo dada aos solos de origem
antropogénica existentes na Regido Amazénica (SMITH, 1980; WOODS, 2003).

E relatado que sua alta fertilidade estd diretamente relacionada com a
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capacidade de manter o alto teor de carbono organico, que pode relaciona-la a
uma grande presenca de micro-organismos (DROZDOWICZ, 1997).

Os solos de TPI encontrados na regido Amazénica possuem vestigios de
ocupacdo humana desde a Antiguidade, mostrando ser um solo rico em
minerais, e grandes quantidades de matéria organica (GLASER et al., 2001).
Essa abundancia de materiais possibilita 0 surgimento de bactérias residentes
facultativas e também de subprodutos que possam estar vinculados a elas
(DROZDOWICZ, 1997).

A estrutura da comunidade microbiana nestes solos é altamente complexa
e diversa, tornando este ambiente um grande reservatério biolégico e genético,
pelo qual, pode-se explorar a descoberta de novos genes, vias metabolicas
inteiras assim como seus produtos (RONDON et al., 2000).

Desde 1950, diversos produtos derivados do metabolismo microbiano tém
sido utilizados para fins industriais, médicos e agricolas, tais como: inibidores
enzimaticos, antibioéticos, drogas anticancerigenas, antifiingicos,
imunossupressores, antiparasitarios, herbicidas, inseticidas, entre outros, sendo
gue a maioria destes compostos naturais foi obtida de micro-organismos que
habitam o solo (DROZDOWICZ, 1997).

Entretanto, os métodos tradicionais para o isolamento de micro-organismos
sdo insuficientes para representar a diversidade microbiana existente na
natureza, sendo que somente a 1% dos micro-organismos presente no solo sao
cultivaveis pelas técnicas tradicionais. Essas descobertas proporcionaram uma
necessidade do desenvolvimento de novas metodologias para 0 acesso ao

potencial microbiano do solo cultivo-independente (RONDON et al., 2000).
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A metagendmica € a nova ferramenta de analise genémica da comunidade
microbiana de um determinado ambiente através de técnicas independentes de
cultivo, o que a consolida como uma estratégia de grande interesse, pois permite
0 acesso ao potencial genético e bioquimico desses micro-organismos, e
possibilita a descoberta de novos compostos bioativos. Essa técnica consiste na
extracdo de DNA total de um determinado ambiente, seguida da construcao de
uma biblioteca metagen6mica, clonagem e expressdo de genes de interesse
industrial (KNIGHT et al., 2003).

Aproximadamente 90% das enzimas aplicadas industrialmente sdo de
origem microbiana (GODFREY e WEST, 1996), e a mais empregada
industrialmente sdo as enzimas extracelulares hidrolases (proteases, amilases,
celulases, xilanases e lipases, entre outras).

Amilases séo hidrolases capazes de degradar o amido em unidades
menores de acUcares. Estdo entre as enzimas de maior importancia
empregadas na industria, devido a grande aplicacdo do amido e de seus
derivados em processos industriais (GUPTA et al., 2003).

As proteases sdo enzimas que catalisam a hidrélise das ligacdes
peptidicas entre os aminoacidos (BERG et al.,, 2004), sendo classificadas
segundo sua atividade maxima em pH: proteases acidas, neutras ou alcalinas.
Estas possuem uma grande importancia comercial e séo utilizadas na producao
de detergentes, industria de alimentos, entre outros (RAO et al., 1998).

A descoberta e producdo destas enzimas sdo de grande importancia, por
apresentarem uma ampla utilidade comercial e industrial, pois as mesmas

alcancam elevados valores no mercado internacional.
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Entretanto, o Brasil importa cerca de 95% do total de enzimas utilizadas
nas indastrias brasileiras, participando com menos de 2% no desenvolvimento
de tecnologia enzimatica. Logo, existe a necessidade da producédo de enzimas,
como as amilases e proteases utilizando tecnologia nacional, diminuindo assim,
a dependéncia brasileira em relagcdo a empresas multinacionais de biotecnologia
neste setor (RAO et al., 1998).

Desta forma, a proposta geral deste trabalho foi selecionar micro-
organismos produtores de amilases e proteases, utilizando a Biblioteca
Metagendmica de Terra Preta de indio, ja construida por Leomil et al. (2007),
que permite uma abordagem alternativa para acessar e explorar o imenso
conjunto de genes de organismos presentes neste ambiente, ainda nao

descritos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Solo de Terra Preta de indio (TPI)

Apesar da existéncia de grandes areas agricultaveis, a maioria dos solos
Amazobnicos caracterizam-se como solos de baixa fertilidade, por serem solos
acidos e com baixa capacidade de troca catibnica (MOREIRA e MALAVOLTA,
2002). Dos poucos solos com alta fertilidade, incluem-se a “Terra Preta do indio”
(TPI), denominacdo dada aos solos de origem antropogénica, existentes na
Regido Amazonica (SMITH, 1980; WOODS, 2003).

O solo de TPI é caracterizada por apresentar altos teores de CaO (1.810
mg.kg™), P,Os (4.900 mg.kg™) e elevados teores de matéria organica, possuindo
uma atividade biolégica mais intensa do que os solos adjacentes. A matéria
organica presente no solo de TPI é proveniente de restos de 0ssos humanos e
de animais. S&o solos com pH em torno de 5,2 a 6,4; a quantidade de fosforo
disponivel, em geral, é em torno de 250 mg.kg™; Zinco e Manganés sdo na faixa
de 200 e 450 mg.kg™, respectivamente (FALCAO et al., 2001).

Geralmente estdo localizados proximo dos rios e na sua maioria S&o
distribuidos em areas de dois a cinco hectares (TEIXEIRA e MARTINS, 2003).
Apresentam um horizonte A antropico, de cor escura e fragmentos de artefatos e
ceramicas indigenas nos horizontes superficiais do solo, o que deu origem a
terminologia Terra Preta Arqueoldgica, utilizada por alguns autores (KERN e
COSTA, 1997).

A formacdo do solo de TPI contém ainda muitos aspectos ainda nédo

elucidados, provavelmente teve seu inicio de formacdo através do homem pré-
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colombiano e foi abandonado devido as invastes européias (KERN e KAMPF,
1989). Porém, muitas duvidas se fazem pertinentes, entre elas, destaca-se a alta
capacidade de manutencao e fertiidade com o uso continuo da terra, mesmo
nas condi¢des edafoclimaticas locais.

Esta capacidade de manter o alto teor de carbono organico, possivelmente,
devido as caracteristicas quimicas e da resisténcia do material, é devido a
decomposicdo microbiana da matéria organica ali depositada (GLASER et al.,
2001). A matéria organica do solo de TPI € constituida, em sua maior parte, por
substancias humicas mais estaveis, de dificil degradacdo, sendo essas
substancias formadas a partir de transformacdo dos residuos organicos
processados até a sintese de macromoléculas resistentes a degradacao
biolégica (CAMARGO et al., 1998).

Devido a suas caracteristicas, este solo constitui-se, indubitavelmente, de um
grande reservatorio de carbono organico da Terra e em um dos mais
importantes habitats para 0s micro-organismos. Batista-Silva et al. (2009)
utilizando técnicas moleculares e andlises filogenéticas, baseada na seqiéncia
génica de 16SrRNA, demonstrou que o solo de TPI possui micro-organismos
filogeneticamente diversos e uma elevada quantidade de micro-organismos nao-
cultivveis pela andlises utilizando bancos de dados internacionais de genomas.
Contudo, estas descobertas proporcionaram uma base cientifica para o
desenvolvimento de novos projetos que visam explorar e possibilitar a analise da
comunidade microbiana presente no solo de TPI e possibilita a descoberta de
novas vias metabolicas e produtos bioativos, oriundo da vasta quantidade de

micro-organismos nao-cultivaveis presentes neste solo.
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2.2. Metagenoma

A metagendmica combina varios conhecimentos tecnolégicos. pela via
molecular, adquiridos no dltimo século, dando subsidios para a investigacao e
capacitando cientistas para estudar a ecologia microbiana e, desvendar o vasto
potencial biotecnoldgico que ha dentro das popula¢cdes de micro-organismos.
Como consequéncia da descoberta de uma ampla diversidade da populagéo
microbiana, a metagendmica torna-se um recurso significativo para as
aplicacbes biotecnolégicas destes novos micro-organismos (HANDELSMAN,
2004).

As condicdes abidticas, bem como as diferentes concentracfes de substratos
disponiveis, determinam a colonizacdo de populacdes de micro-organismos em
diferentes habitats (BARBOSA; TORRES, 1998). A variacdo das condicfes
abidticas num determinado ambiente pode submeter populacées microbianas a
estresse ambiental, levando a supor que as frequéncias mutacionais poderao ser
aumentadas nessas situacdes, promovendo evolucdo episodica rapida ou
macroevolucdo (SCHLOTER et al., 2000). Essas frequéncias mutacionais estéao
diretamente relacionadas a capacidade de adaptacdo e processos de
competicdo entre micro-organismos no ambiente, que entdo passam a produzir
substancias como metabodlitos secundarios, toxinas, produtos &cidos de
fermentacdo e enzimas. A producdo dessas substancias tende a dificultar o
estabelecimento e propagacdo de populacbes antagbnicas, determinando a
distribuicdo espacial de populagbes microbianas nos ambientes naturais como
solos e ambientes aquaticos (rios, lagos, estuarios e zonas costeiras)

(HANDELSMAN, 2004).
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A construcdo de bibliotecas gendmicas é resultante da clonagem de
fragmentos de DNA de alto peso molecular em vetores apropriados. A clonagem
de DNA metagendémico foi descrito pela primeira vez na metade da década de
90, com a construcdo de uma biblioteca de metagenomica de micro-organismos
marinhos (STEIN et al., 1996).

Observa-se que houve um progresso significante na metagendmica nos
altimos seis anos, o que comega a proporcionar um melhor entendimento
substancial das fungdes da comunidade microbiana presentes em diferentes
ambientes naturais do planeta (COWAN et al., 2005).

Apenas 1% dos micro-organismos sao descritos atualmente, pois estima-se
que 1 grama de solo pode conter cerca de 10.000 genomas diferentes, isto €
bem representado quando utilizam-se ferramentas moleculares que através das
andlises de sequéncias genbmicas, comprovam esta ampla diversidade
microbiana presente no solo, sendo que as técnicas que utilizam o cultivo-
dependente deixam de descrever cerca de 99% dos micro-organismos devido
suas limitagbes. Com isso surgiu a necessidade de uma ferramenta que vise
descrever esta a ampla diversidade microbiana e também contribuir para a
descricdo dos processos ecolégicos dos micro-organismos em determinados
ambientes, com isto aumentardo as possibilidades de encontrar novos produtos
bioativos.

Com o crescimento de novas técnicas que visam estudar os micro-
organismos desconhecidos, surge entdo a metagendémica que visa construir
bibliotecas metagendmicas, utilizando o DNA total presente em um determinado

ambiente, sendo esta informacéo inserida na maioria das vezes em vetores de
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grandes fragmentos, como por exemplo, os fosmideos e cosmideos, com o
objetivo de encontrar novas enzimas biocataliticas (DANIEL, 2004, 2005;
COWAN et al., 2005).

A metagendmica é uma ferramenta que possibilita acessar genes de
bactérias ndo-cultivaveis atualmente, devido o fato da técnica ser baseada na
andlise genémica direta de uma comunidade de micro-organismos sem haver a
necessidade de cultivo prévio em laboratério. A metodologia consiste na
extracdo de DNA total de um determinado ambiente para a constru¢cdo de uma
biblioteca com este genoma, para posterior clonagem e expressao de genes de
interesse biotecnoldgico em vetores de expressao (KNIGHT et al., 2003).

Em uma biblioteca de genes amplificados da 16S rRNA limita-se em apenas
determinar a taxonomia e filogenia do micro-organismo, porém a biblioteca
metagendmica oferece a oportunidade de recuperacédo de genes desconhecidos
que estdo diretamente envolvidos na biossintese de antibidticos, enzimas,
drogas anticancerigenas, antifingicos, imunossupressores, antiparasitarios,
herbicidas, inseticidas, dentre outros. Contudo, a metagendmica, € uma técnica
consiste em extrair o DNA diretamente das amostras ambientais para a
construcdo de bibliotecas metagenémicas (RONDON et al., 2000), ndo havendo
a necessidade conhecer previamente a informagdo da sequéncia para a

clonagem.

2.3. Enzimas

As enzimas em sua maioria sao proteinas notaveis e especializadas, que

desempenham o papel de catalisadores nas diversas reagfes bioquimicas.
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Agindo em sequéncias organizadas, elas catalisam as centenas de reacdes
sucessivas pelas quais as moléculas nutrientes sdo degradadas, aumentando a
velocidade das reacBes sem afetar seu equilibrio. S&o altamente coordenadas
de forma a produzir uma atuagdo harmoniosa das muitas diferentes atividades
necessérias, sendo de fundamental importancia para a vida, pois sem a catélise
essas reacdes ndo ocorreriam em uma escala de tempo util (BERG et al., 2004;
NELSON e COX, 2004).

Possuem um papel fundamental no ciclo de nutrientes presente no solo e
esse resultado é devido a elevada quantidade oriundo de proliferacdo de
inimeros grupos microbianos e do acumulo de suas enzimas (KISS et al., 1975).

Cada enzima isolada possui uma caracteristica especifica de acdo para um
determinado substrato, catalisando assim a reacdo. Esta propriedade serve
como modelo para aplicagdo em inUmeros processos industriais.

A enzimologia industrial € um importante ramo da biotecnologia que esta em
grande expansdo, pois as enzimas permitem que as indUstrias optem por
processos mais econdmicos, nos quais sao reduzidos o consumo de energia,
além do fato de que os produtos organicos sdo mais confidveis e de minima
agressao ao meio ambiente, na qual a maioria dos processos industriais utilizam
como catalisadores da reacdo quimica, solventes quimicos altamente agressivos
ao meio ambiente. (BERG et al., 2004).

A caracteristica distintiva de uma reacéo catalisada enzimaticamente € que a
mesma possui um ajuste induzido, com dominios cataliticos e ocorre na
estrutura molecular da enzima chamado de sitio catalitico, permitindo que as

enzimas atuem na ruptura de uma determinada ligacdo quimica. O sitio ativo
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liga-se ao substrato, formando o complexo enzimético (enzima/substrato) que
sera convertido a enzima e produto (NELSON e COX, 2004).

Um dos fatores de maior influéncia na manutencdo e funcdo das
biomoléculas das estruturas biolégicas € a temperatura, pois esta pode levar a
desnaturacdo da proteina. Quando a temperatura aumenta, a velocidade de
reacdo inicialmente aumenta em virtude da energia cinética aumentada das
moléculas com o substrato (GOMES et al., 2007). As enzimas termoestaveis ja
tém sido usadas como ferramentas na biologia molecular, no setor de
diagndstico, no tratamento de residuos e na producdo de racdo animal (HAKI e
RAKSHIT, 2003; COLOMBATTO et al., 2004).

Outro fator que afeta na atividade enzimatica é a concentracdo de ions H”,
pois assim como na temperatura, extremos pH podem levar a desnaturacdo da
proteina. Existe o pH 6timo, no qual ocorre a distribuicdo de cargas elétricas da
molécula da enzima e, em especial do sitio catalitico, é este que se torna ideal
para a catalise, logo o pH 6timo varia para as diferentes enzimas (VIHINEN e

MANTSALA, 1989).

2.4. Amido

O amido € um polimero de glicose de alta massa molecular, sendo
juntamente com a celulose, um dos polimeros de origem vegetal mais
amplamente disponivel na natureza (BECK ZIEGLER, 1989). Ele pode ser
armazenado em diferentes 6rgaos e tecidos vegetais, como em plastideos de
folhas, frutos e no endosperma de cereais em uma estrutura bastante complexa,

formando granulos que podem variar de 0,1 a 50 um (BALL e MORELL, 2003).
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O granulo do amido é composto basicamente de dois tipos de
macromoléculas: amilose e amilopectina. A maioria dos amidos contém 20 —
30% de amilose e de 70 — 80% de amilopectina. Juntas amilose e amilopectina
formam estruturas semicristalinas que sdo depositadas nos plastideos. Com
diversos tipos polimérficos o grdo do amido dependem do tipo da cristalinidade,
principalmente, das caracteristicas estruturais da amilopectina, sendo esta, o
principal componente de amido, embora a retro-degradagao da amilose, possa
produzir um tipo especifico de estrutura cristalina (ZHANG et al., 2005).

A amilopectina € uma molécula complexa e ramificada, de alto peso
molecular, com grau de polimerizacdo de 10° e 10° unidades de glicose (BALL e
MORELL, 2003). A estrutura da amilose é composta por unidades de glicose em
arranjo linear, com grau de polimerizagdo de 1.000 e 5.000 unidades, onde os
mondémeros de glicose sao ligados por ligagbes de a-1,4-glicosidicas, podendo
conter ainda, 0,1% de ligagdes de a-1,6-glicosidicas (KOSSMANN e LLOYD,
2000).

Ao ser hidrolisado, o amido produz carboidratos de cadeia curta, tais como
dextrinas, maltopentose, maltotritose, maltose e finalmente glicose (CRUEGER e
CRUEGER, 1984). Estes produtos derivados da hidrélise do amido podem ter
diversas aplicagbes industrias, como: xarope de glicose; xarope de maltose
oriundo da isomerizacdo ou processos de liquefacdo e/ou sacarificacdo (BHAT,
1998; SAID et al, 2006); na industria de panificacdo para atrasar o
envelhecimento do pao, melhorar textura, volume e sabor (SAHA, 1992); nas
industrias de bebidas alcodlicas; na producdo do alcool combustivel, com os

seus acgucares fermentaveis; entre outras aplicacoes.
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2.5. Amilases (EC 3.2.1.1)

Amilases sdo enzimas da familia das hidrolases capazes de degradar o
amido até sacarideos de baixo peso molecular. S&do amplamente distribuidas na
natureza, e podem ser produzidas por bactérias, fungos, plantas e animais.
Estas enzimas que destacam-se na familia das hidrolases, pelo fato de serem
amplamente aplicadas no setor industrial, devido a grande aplicacdo do amido e
de seus derivados em processos industriais. Sua aplicacdo depende de
caracteristicas como: modo de acao, especificidade com o substrato, produtos
gerados, temperatura e pH 6timo (GUPTA et al., 2003).

Estas enzimas podem ser classificadas quanto ao seu mecanismo de acao
ou quanto ao tipo de ligacdo que hidrolisam. Quanto ao mecanismo de acao
podem ser classificadas como endoamilases (clivam liga¢des glicosidicas ao
acaso no interior do polimero), ou exoamilase (hidrolisam, sucessivamente,
ligagbes glicosidicas a partir da extremidade n&o-redutora da molécula)
(CASTRO et al, 1992; GUPTA et al., 2003).

As amilases, quanto as ligacdes hidrolisadas, podem ser agrupadas em: a-
amilases, [-amilases, glucoamilase, pululanases, a-D-glucosidase, exo-

glucanase, isoamilase, ciclodextrinases glicotransferase e isomaltase.

2.5.1. a-Amilases (EC 3.2.1.1 - 1,4-a-D-glucano, 4-glucano-hidrolases)

As a-amilases sdo endoenzimas que hidrolizam de forma aleatéria as
ligagbes glicosidicas do tipo a-1,4 do amido, gerando produtos finais 0s
oligossacarideos menores como glicose, maltotriose, maltose e dextrinas de alta

massa molecular (CHANG et al., 1988; SAHA e ZEIKUS, 1992).
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A maioria das a-amilases descritas atualmente, sdo calcio-dependente,
segundo Bruchmann (1980) tem-se demonstrado que estas enzimas quando
privadas do fon Ca* possuem uma queda na sua atividade enzimatica, pois o
calcio aumenta a estabilidade enzimética principalmente frente a mudancas de
temperatura e pH.

Estas enzimas s&o produzidas por uma variedade de organismos, incluindo
bactérias, actinomicetes, fungos e leveduras, entretanto as enzimas derivadas
de fungos e bactérias sédo as dominantes, e dentre estes 0s principais produtores
de a-amilases incluem o género Aspergillus e Bacillus, respectivamente

(PANDEY et al., 2000).

2.5.2. B-Amilases (EC 3.2.1.2 - 1,4-a-D-glucano malto hidrolase)

As B-amilases sdo endoenzimas que clivam as ligacdes glicosidicas, a partir
da extremidade ndo redutora da amilose, amilopectina e glicogénio que sdo as
ligagbes «-1,4 para produzir maltose (BHAT, 1998). Estas enzimas sao
incapazes de contornar as ligacdes glicosidicas do tipo a-1,6, interrompendo sua
atividade nos pontos de ramificacao.

Sdo denominadas também de amilases sacarificantes, uma vez que as
maltoses resultantes sdo facilmente fermentaveis (QUAGLIA, 1991). O amido
soltivel quando hidrolisado por esta enzima resulta na producdo de 69% de

maltose e B-dextrinas (BHAT, 1998).

2.5.3. Glucoamilase (EC 3.2.1.3 - a-1,4-glucano glucano hidrolase)

Esta enzima também é chamada de amiloglucosidase, sdo exoenzimas++

gue agem em ligacdes glicosidicas do tipo é a-1,4 e a-1,6 removendo unidades
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de glicose consecutivamente a partir da extremidade ndo redutora da cadeia de
amido e de oligossacarideos deixados pela acdo da a-amilases, liberando B-D-
glicose como produto (OLIVEIRA et al., 1993).

Os principais géneros produtores de glucoamilase sao: Aspergillus e
Rhizopus, sendo o Aspergillus niger o melhor produtor desta enzima (SAUER et

al., 2001).

2.5.4. Pululanase (EC 3.2.1.41 - a-dextrinas 6-glucohidrolase)

As pululanases clivam as ligacdes do tipo a-1,6 nos pontos de ramificacdo do
amido e da amilopectina, fazendo a conversdo em molécula de amilose, que
possuem somente ligacées do tipo a-1,4. Também sdo capazes de hidrolisar as
ligagbes glicosidicas o-1,6 da pululana, gerando moléculas de maltotriose
(BHAT, 1998).

Sao industrialmente importantes e geralmente sdo usadas em combinacéo
com amilases sacarificantes, como: a glucoamilase, a-amilases e p-amilases
para a producdo de xaropes, onde a pululanase é adicionada juntamente com a
glucoamilase para aumentar o teor de glicose, reduzindo o tempo de reacéo

(BHAT, 1998).

2.5.5. a-D-Glucosidase (EC 3.2.1.5 - a-1,4-glucano hidrolase)

As a-D-Glucosidase agem nas liga¢cbes glicosidicas do tipo a-1,4 terminais
do amido e libera como produto a D-glicose. Estas enzimas também podem

clivar ligacdes terminais o-1,2, «o-1,4 e o-1,6 de dissacarideos e
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oligossacarideos gerando a o-D-glicose. E uma enzima de grande importancia

nos processos de producao de xarope com alto teor de glicose (BHAT, 1998).

2.5.6. Exo-glucanase (EC 3.2.1.6 - glucano malto hidrolase)

As exo-glucanase sao enzimas que se caracterizam por liberar a
maltoligossacarideos do amido. Estes maltoligossacarideos possuem um alto
valor comercial e pode ser usado como suplemento alimentar para criancgas,

idosos e pacientes clinicos (BHAT, 1998).

2.5.7. Isoamilase (EC 3.2.1.68 - glicogénio 6-glucanohidrolase)

As isoamilases hidrolisam as ligagbes do tipo o-1,6 de amilopectina,
glicogénio, dextrinas ramificantes e alguns oligossacarideos. Entretanto, tais
enzimas néo hidrolisam as ligacdes do tipo a-1,6 da pululana e de B-dextrina-
limite (ARA e ITO, 1993). Essas enzimas sdo usadas pela industria para a
producdo de maltose e glicose a partir de amido em combinacdo com outras

amilases.

2.5.8 Ciclodextrinases (EC 2.4.1.19 — ciclodextrina glicotransferase)

As ciclodextrinases sao enzimas que hidrolizam o amido formando estruturas
circulares denominadas de cliclodextrinas unidas por ligacdes glicosidicas do
tipo a-1,4. Estes anéis podem ser constituidos por 6, 7 e 8 unidades de glicose,
sendo chamadas de o, 3 e y-cliclodextrinas, respectivamente. Sao enzimas
extracelulares encontradas principalmente em bactérias do género Bacillus
(SAHA e ZEIKUS, 1992), mas também foi descrita em Klebsielle pneumoniae

M5al e Micrococcus sp (FOGARTY e KELLY, 1990).
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2.6. A importancia das amilases

As amilases tém sido amplamente utilizadas em diversos setores como: na
producdo de xaropes de glicose ou frutose, na panificagdo como agente anti-
envelhecedor, componente de detergentes para lavanderia e lougas, entre
outros. Estas enzimas compreendem cerce de 30% da produgdo mundial das
enzimas (GUPTA et al., 2003).

Na aplicacéo industrial, as amilases sdo de grande importancia na inddstria
do amido e sdo utilizadas como catalisadores para a hidrélise de
macromoléculas do amido até a producdo de glicose. A razdo que incentiva a
utilizacado das amilases é devido ao fato de ser uma forma simples e barata de
realizar o primeiro passo de despolarizacdo do amido. Atualmente, o uso de
enzimas é preferido ao invés da utilizacdo de compostos quimicos, devido ao
alto rendimento e pelos inumeros produtos que podem ser obtidos, como por
exemplo: xarope de glicose, xarope de maltose feitos através da isomerizacao
ou por processos de liquefacéo, sacarificacdo (BHAT, 1998).

Na panificacdo, a a-amilase € utilizada para degradar o amido da farinha,
presente na massa e formar pequenas dextrinas, e sua utilizacdo melhora a
textura, volume, permite um atraso no envelhecimento, e melhora o sabor dos
produtos de panificacdo (SHAH, 1991).

Um setor de aplicacdo das amilases € a industria de bebidas alcodlicas, onde
a matéria prima € normalmente a cevada, na qual as amilases tem o objetivo de
hidrolisar a glicose para a fermentacéo alcodlica, cujo processo é realizado por
leveduras (PRETORIUS & LAMBRECHTS, 1991). Ja na producéo de alcool

combustivel, o principal obstaculo na utilizacdo do amido € a sua conversao em
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acucares fermentaveis, mas a conversdo é feita pela adicdo de o-amilase
bacteriana e glicoamilase fungica, que sédo importadas geralmente da Europa.
Porém, este processo apresenta vantagens quando comparado com a obtencéo
de alcool a partir da sacarose, pois este € um procedimento que necessita
apenas da extracdo do caldo-de-cana antes da adicdo das leveduras. Uma
forma do reduzir o custo desse processo € fabricar as enzimas amiloliticas
nacionalmente, jA que atualmente o Brasil € 0 pais que importa mais de 10
milhdes de dblares apenas com estas enzimas.

Portanto, as amilases sdo amplamente utilizadas para sacarificacdo ou
liquefacdo do amido, mas que podem ser usada também no preparo de solucdes
viscosas de amido como nos processos: de urdidura de fibras téxteis,
clarificacdo de cervejas e sucos, no pré-tratamento de racdo animal ou para

bioestonagem para remocéo da goma em jeans (GUPTA et al., 2003).

2.7 Proteases e sua importancia

As proteases sdo enzimas da familia das hidrolases que clivam a proteina
adicionando uma molécula de agua a ligacdo peptidica (BERG et al., 2004).
Estas enzimas podem ser obtidas de diferentes fontes, como plantas, animais e
micro-organismos, e sao fisiologicamente necessarias a sobrevivéncia de todos
os seres vivos (RAO et al., 1998). As enzimas proteoliticas apresentam diversas
aplicacfes biotecnoldgicas, constituindo em um dos mais importantes grupos de
enzimas produzidas comercialmente (BARRETT, 1994).

A Tabela 1 mostra a classificacdo destas enzimas, que podem ser divididas

em dois principais grupos: exopeptidases e as endopeptidases. As primeiras
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clivam as ligagbes peptidicas proximo das extremidades das cadeias protéicas, e
as endopeptidases atuam nas regides internas das cadeias polipeptidicas, sendo
0 grupo que se encontram as principais proteases industriais, conforme ilustrado

na Tabela 2 (BARRETT, 1994; RAO et al., 1998).

Tabela 1 - Classificacéo e divisdo das proteases

Clivagem no substrato Sitio Ativo Residuos de amino4cidos
Exopeptidades Aminopeptidases Aminodipeptidases
Aminotripeptidases

Aminopeptidases

Carboxipeptidases Serinocarboxipeptidases
Metalocarboxipeptidases

Cisteinocarboxipeptidases

Endopeptidases Serinoproteases
Metaloproteases
Aspartatoproteases

Cisteinoproteases

(Fonte: RAO et al., 1998)
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Tabela 2 - Classificacdo e uso de endopeptidases na inddstria

Grupo pH Sitio Ativo Aplicagbes Fonte
) ) ) Hidrdélise protéica Tripsina
Serinoproteases Alcalino Ser (His) R
(Pancreas)
Detergentes Subtilisina
(Bacillus)
ot Cerveja ]
Metaloproteases Neutro Zn Bacillus
. Couro Aspergillus
ca’
oryzae
) o Queijo Quimosina
Carboxiproteases Acido Asp
(bezerro)

) ] Amaciamento de carne .
Tiolproteases Tiol Cys Papaina (Papaya)

(Fonte: RAO et al., 1998)

Estas enzimas representam atualmente 60% do mercado mundial de
enzimas, sendo 40% deste mercado referente as proteases de origem
microbiana. Elas sdo encontradas na producdo de detergentes, na industria de
alimentos para o aumento da digestibilidade de alimentos de origem animal e na
degradacdo de subprodutos ricos em proteina. A utilizacdo das proteases como
agentes de modificagcdo das propriedades funcionais de proteinas tém se
tornado bastante difundido na industria de alimentos (JOHNVESLY e NAIK,

2001).
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3. OBJETIVO

Selecionar clones recombinantes que produzam amilases e proteases
utilizando a biblioteca metagenémica de DNA total extraido de amostras de solos

de Terra Preta de indio (TPI) da Regido Amazénica.

3.1. Objetivos Especificos
a) Isolar clones produtores de amilase e protease a partir da Biblioteca

Metagendmica de Terra Preta de indio;

b) Selecionar os clones de a acao amilolitica e proteolitica através de meios

de cultura sélido contendo substrato amido e caseina, respectivamente;

c) Avaliar qualitativamente e quantitativamente a acdo amilolitica e

proteoliticas dos clones isolados;
d) Caracterizar parcialmente as enzimas produzidas pelos clones isolados;

e) Isolar o gene de a-amilase de Bacillus ligueniformis dos clones amiloliticos

selecionados.
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CAPITULO 01

Caracterizacao parcial de amilases e proteases obtidas de
clones isolados da Biblioteca Metagenémica de Terra Preta

de Indio

1. INTRODUCAO

As enzimas sdo em sua grande maioria de origem protéica e estdo
envolvidas em todos os processos bioquimicos do metabolismo celular, atuando
na catdlise das reacdes bioguimicas, sendo capazes de degradar moléculas
extremamente complexas em pequenas unidades, como por exemplo, a
decomposicao do amido até glicose [1].

A utilizacdo das enzimas pelo homem data desde a Antiguidade, no qual o
homem explorava as enzimas através da fermentacdo natural para a producéo
de péaes, queijo, vinho e cerveja. Atualmente, as enzimas s&o isoladas
principalmente de micro-organismos e utilizadas em diversos setores industriais
por proporcionarem uma alta especificidade pelo substrato, um aumento na
estabilidade de reacdo, além de ser um produto de origem organica que nao
agride o meio ambiente [2,3].

As hidrolases sdo as enzimas mais aplicadas e produzidas no mercado
mundial, dentre estas as amilases e proteases [4]. Amilases estdo amplamente
distribuidas na natureza sendo responsaveis pela degradacdo da molécula de
amido. O amido é composto por duas principais estruturas quimicas conhecidas

como: amilose e amilopectina. Estas estruturas representam 98% do peso seco
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do amido, no entanto o teor de cada polissacarideo depende diretamente da
fonte em questéo [5].

As amilases representam uma grande parte do mercado mundial de enzimas,
sendo que a maior aplicacdo estd na producao de hidrolisados de amidos [4]. J&
as proteases sdo enzimas que catalisam a hidrélise de ligagBes peptidicas entre
as proteinas, estas enzimas representam atualmente 40% do mercado mundial,
devido sua ampla utilizagdo para modificacdo de propriedades funcionais de
proteinas, sendo um grande destaque na industrial de alimentos e também sao
utilizadas na producdo de detergentes, na recuperagdo e aproveitamento de
residuos e subprodutos, entre outros [5,6,7].

Foi estimado que em 2005 a venda mundial de enzimas superou a faixa de 2
bilhdes de dolares, sendo que deste mercado 60% destas enzimas produzidas
sdo de origem européia, e o restante produzido pelos Estados Unidos e Japao
[8]. No Brasil, a procura por microrganismos que expressam enzimas de
potencial biotecnoldgico se revela de maior importancia devido a dependéncia
do pais na producdo de enzimas, uma vez que ndo possui um sistema de
producédo nacional, sendo dependente de empresas internacionais.

A biodiversidade da Amazbnia constitui uma fonte de valor altissimo para
inovacdo em biotecnologia, assim € muito importante o estudo dos micro-
organismos que produzam eficientemente sistemas enzimaticos de interesse, 0
estudo da condicao 6tima de producéo, purificacdo, caracterizagdo bioquimica
dessas enzimas e elucidacdo de seus mecanismos de acdo e de regulacéo,

além de estudos genéticos e moleculares, os quais sdo fundamentais para o
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desenvolvimento de processos biocataliticos economicamente  mais
competitivos.

Para ter acesso aos recursos gendomicos dos micro-organismos nao-
cultivaveis, estudos recentes descrevem a sele¢do funcional direta desses novos
genes a partir das bibliotecas metagendmicas, isto apresenta como vantajoso
para o conhecimento rapido de bactérias ainda desconhecidas e nao-cultiviveis
[9].

Este trabalho produziu e caracterizou parcialmente enzimas amiloliticas e
proteoliticas de clones isolados a partir de uma selecéo funcional da biblioteca
metagendmica de Terra Preta de indio (TPI) da regido Amazénica, visando
desenvolver os recursos biotecnolégicos oriundo da enorme microbiota existente

na biodiversidade Amazonica.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Biblioteca metagenémica

O material utilizado para a selecdo de micro-organismos produtores de
amilases e proteases foi a biblioteca metagenémica construida a partir de Terra
Preta de indio, proveniente do municipio de Presidente Figueiredo, localizado a
107 km da cidade de Manaus, no Estado do Amazonas. A biblioteca foi
construida por Leomil [10] utilizando o fosmidio (pCC1Fos™ - EPICENTRE
Biotechnologies) como vetor. A biblioteca obteve aproximadamente 10.000
clones, contendo insertos com aproximadamente 40.000 pares de base. Esta
biblioteca encontra-se armazenada no biofreezer -80°C no Laboratério de

Tecnologias do DNA, na Universidade Federal do Amazonas.

2.2. Isolamentos de clones para selecédo de amilases e proteases

Para selecionar os clones presentes na biblioteca, foi necessério diluir a
amostra inicial armazenada no biofreezer -80°C em uma diluicdo de 1:10% em
meio Luria-Bertani (LB) liquido. ApOs esta etapa, foram realizadas dilui¢cdes
seriadas de 10° a 10° a partir da diluicdo inicial, com um volume final de 100 pL
para cada diluicdo. A fim de selecionar os clones, foi acrescentado as placas de
Petri contendo meio agar LB, o antibi6tico cloranfenicol na concentragédo de 12
pg/mL. Para cada diluicdo, foram semeados 50uL da amostra diluida, em
duplicata, nas placas de Petri e incubadas na estufa a 37°C durante 18 horas. A
diluicdo utilizada no teste de selecao de clones foi aquela que apresentou um

crescimento significativo e espagado de coldnias nas placas.
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2.3. Teste da acdo amilolitica e proteolitica para selecdo dos

clones positivos

Para o isolamento dos clones amiloliticos, o0s mesmos foram semeados em
placas de meio Agar LB contendo 0,5% (p/v) de amido e para a determinacg&o da
acéo proteolitica, os clones foram crescidos em placas contendo o meio Agar LB
com 1% (p/v) de caseina (leite desnatado). Em cada placa contendo o meio de
cultura e o substrato, cada clone esteve em um espaco individualizado, sendo
que, inoculado na mesma placa, um micro-organismo como controle positivo
(Bacillus liqueniformis ATCC 6348) e um controle negativo (Escherichia coli
ATCC 25922). As placas foram incubadas em estufas por 24 horas a 37°C [11]
e, em seguida, foram visualizados os halos de acao proteolitica (indicativos da
atividade enzimatica), para a acdo amilolitica foi adicionado a placa contendo os
clones o revelador (iodo sublimado) para visualizacdo do halo amilolitico.

A atividade enzimatica dos clones foram estimadas semi-quantitativamente
usando um indice enzimatico (IE) que expressa a relacdo do diametro médio do
halo de degradacdo e o diametro médio da col6nia [12]. Ao testar as coldnias
produtoras das referidas enzimas, os clones metagenémicos escolhidos foram

gue apresentaram melhores indices enzimaticos, perante este ensaio.

2.4. Producéo das enzimas amiloliticas e proteoliticas

Os clones selecionados foram cultivados em meio liquido LB contendo 12
ug/mL de cloranfenicol, inoculando 1,5 x 10® Unidades Formadoras de Coldnia
por mL (UFC/mL), para os dois micro-organismos pesquisados, diferenciando-se

0S substratos: para o inoculo dos clones amiloliticos fez necesséario adicionar
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0,5% (p/v) de amido e para fermentacdo dos clones proteoliticos o meio de
cultura continha 1% (p/v) de gelatina. A producdo da enzima foi conduzida por
incubacéo durante 24 h em uma estufa com agitacéo (150 rpm) na temperatura

de 37°C. Apos a fermentacédo, a biomassa bacteriana foi separada do extrato
enzimatico por centrifugacdo (12.000 g/ 5 min. a 4°C) [13]. O sobrenadante foi

utilizado como extrato enzimatico para deteccdes das atividades enzimaticas.

2.5. Ensaios enzimaticos

2.5.1. Ensaio Quantitativo da Atividade Dextrinizante da amilase

A metodologia utilizada para detectar esta atividade seguiu o protocolo descrito
por Fuwa [14], preparando a solucdo do substrato utilizando 1 g de amido soluvel
(MERCK) em 100 mL de agua destilada. Retirou-se uma aliquota de 60 pL do
extrato enzimatico bruto e adicionou-se 40 pL de tampéao fosfato de sédio (50 mM,
pH 6,5) e 100 pL da solucdo de amido soluvel 1% (p/v). O sistema foi incubado em
banho-maria, por 30 minutos, na temperatura 40°C. Interrompeu-se a reacdo com
200 pL de acido acético e 200 pL do reagente FUWA (1% iodo em etanol absoluto,
10% iodeto de potassio e agua destilada na proporcao 1V:1V:3V), completando a
mistura com agua destilada para um volume final de 10 mL. Mediu-se a
absorbancia em 660 nm, comparando essa rea¢cdo com o branco, preparado com
200 pL de tampéo acetato de sédio, 200 pyL de acido acético e 200 pL de FUWA
[14], acrescentado ao volume 9,4 mL de 4gua destilada.

O amido consumido na reacgéo foi quantificado de acordo com uma curva padrao

construida com concentracdes crescentes de amido soltvel (0 a 10 mg/mL de
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amido). Definiu-se uma unidade (U) de amilase como a quantidade de enzima

necessaria para hidrolisar 0,1 mg de amido por minuto a 40°C [14].

2.5.2. Ensaio Quantitativo da Atividade Sacarificante da amilase

Realizou-se a atividade sacarificante da amilase utilizando a metodologia de
Bernefeld [15] modificado. Foram incubado 60 pL do extrato enzimatico em 40 pL
de tampéo fosfato de sédio (50 mM, pH 6,5) e 100 pL de amido solavel (MERCK)
1% (p/v). O ensaio foi incubado durante 30 minutos a 40°C, em seguida, foram
adicionados 1,5 mL de acido dinitrosalicilico (DNS) para que a reacdo enzimatica
seja inativada. Posteriormente, incubou-se a reacao por 5 minutos em banho-maria
a 100°C, ocorrendo a formacdo do composto colorimétrico. Apés o resfriamento,
adicionou-se 8,3 mL de &gua destilada, sendo o sistema, desta forma, foi
homogeneizado e, em seguida mensurou-se a absorbancia em 540 nm. Preparou-
se 0 branco da reacdo contendo 100 pL do tampéao fosfato de sédio, 100 pL de
amido 1% (p/v), 1,5 mL de DNS e 8,3 mL de agua destilada.

Os acucares redutores formados foram quantificados de acordo com a curva
padrdo de maltose [15] na qual uma unidade (U) de amilase € definida como a
quantidade de enzima liberada em 0,1 mg de acucar redutor por minuto a 40°C. A
curva padrdo para a realizacdo do calculo enzimatico foi pelas concentracfes de 0

a 10 mg/mL de maltose.

2.5.3. Ensaio Quantitativo da Atividade Proteolitica da Protease

A atividade proteolitica foi realizada de acordo com Leighton [16]. Utilizou-se
0 substrato azocaseina 1% (p/v) (Sigma, St. Louis, MO USA) dissolvida em

tampao 0,2 M Tris-HCI, pH 7,2. Para a realizagcdo do ensaio foram adicionados
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150 uL do extrato enzimatico bruto em 250 yL de azocaseina (10mg/mL), sendo
incubado por 1 hora a 30°C em uma camara escura. Interrompeu-se a reagao
adicionando 1,2 mL de &cido tricloroacético (TCA) 10% (p/v), em seguida,
centrifugou-se o0 ensaio a 10.000 g/10 min a temperatura a 4°C. Apés a
centrifugacédo, foram retirados 1,6 mL do sobrenadante e adicionado ao mesmo
1,4 mL de hidroxido de sédio (NaOH) 1M para homogeneizar o sistema. A leitura
foi realizada em espectrofotébmetro digital marcou comprimento de onda de 440
nm. Para a leitura inicial foi preparado um branco da reacédo que continha: 150
ML do tampéo 0,2 M Tris-HCI (pH 7,2), 250 yL da azocaseina 1% (p/v), 1,2 mL
TCA. Desta solucdo, foram retirados 1,6 mL do sobrenadante, que foi
centrifugado e seu sobrenadante foi adicionado 1,4 mL de NaOH 1M.

Uma unidade de atividade proteolitica foi definida como a quantidade de
enzima capaz de produzir um aumento na absorbancia de 0,001/min em uma

hora a 440 nm, sendo expressa em U/mL [16].

2.6. Caracterizagcdo parcial das enzimas produzidas pelos clones

isolados

2.6.1. Determinacdo do pH 6timo

Para a determinacdo do pH o6timo da atividade amilolitica o complexo
enzimatico foi incubado com o substrato em diferentes pHs utilizando a solucao
de tampéao Mcllvane, com pH variando entre 3,0 a 8,0 e para cada pH realizou-
se 0 ensaio enzimatico utlizando a metodologia de FUWA [14], para a

determinacao da atividade amilolitica frente aos diferentes pHs.
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- Proteases
Para a determinacdo do pH 6timo da atividade proteolitica o complexo
enzimatico foi incubado com o substrato em diferentes pHs utilizando a solugéo
de tampéo Tris-HCI 0,2M com pH, variando entre 5,0 a 10,0 e para cada pH
realizou-se 0 ensaio enzimatico utilizando a metodologia descrita por Leighton

[16];

2.6.2. Determinacé&o da estabilidade ao pH

- Amilases
Para a determinacdo da estabilidade ao pH da atividade amilolitica foi
utilizada a solucdo de tampao Mcllvane, com pH variando entre 3,0 a 8,0. O
extrato bruto foi diluido 1:1 em tampdao sendo incubado por 24 horas em cada pH
a temperatura ambiente, em seguida, realizou-se 0 ensaio enzimatico utilizando
a metodologia de FUWA [14], para a determinac¢do da atividade amilolitica frente

aos diferentes pHs.

- Proteases
O ensaio para determinar a estabilidade frente ao pH da atividade proteolitica
utilizou a solugéo de tampéo Tris-HCI 0,2M com pH, variando entre 5,0 a 10,0 no
qual as amostras foram incubadas em cada pH e a cada intervalo de 15 minutos
(0 a 90 minutos), foram retiradas aliquotas do extrato incubado e determinada a

sua atividade enzimatica.
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2.6.3. Determinacg&o da Temperatura Otima

- Amilases
Para determinar a temperatura 6tima amilolitica, os ensaios foram incubados
em pH o6timo da atividade enzimatica em temperaturas que variaram de 30 a
1002C em 60 minutos de incubacéo. Utilizou-se a metodologia de Fuwa [14] para

dosar a atividade enzimatica.

- Proteases
Determinou-se a temperatura Otima utilizando a metodologia de Leighton
[16], variando apenas a temperatura de incubacdo de 25 a 709C durante 60

minutos.

2.6.3. Determinacao da Termoestabilidade

- Amilases
Para a determinacédo da termoestabilidade das amilases, o extrato bruto foi
incubado por até 120 minutos em temperaturas que variaram de 30 a 100°C.
Determinou-se a atividade enzimética valendo-se da metodologia descrita no

item 2.5.1 [14].

- Proteases
Verificou-se a termoestabilidade proteolitica nas temperaturas de 25, 30, 40,
50, 60 e 709C, por um periodo de até 90 minutos. O extrato bruto foi incubado
nestas temperaturas e a cada intervalo de 15 min, retirou-se uma aliquota do
extrato incubado e determinou a atividade enzimética, como descrito no item

2.5.3 [16].
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2.7. Estatistica Experimental

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, e os valores obtidos
foram apresentados na forma de média ponderada, com 0s respectivos desvios
padrdo. O limite de significancia para todas as andlises estatisticas assumiu o valor

de o= 0,05, resultando, portanto em um intervalo de confianga de 95%.

2.8. Extracao do DNA plasmidial

Para os clones que apresentaram atividades amiloliticas e proteoliticas,
procedeu-se uma extracdo do DNA plasmidial destes clones, a partir de uma
cultura crescida por 18 horas contendo 15 mL de meio LB, cloranfenicol 12
pg/mL e o clone com atividade enzimatica. Utilizou-se o kit de extracéo
plasmidial da “GE plasmidPrep Mini spin Kit”, e a cultura do clone crescido,
centrifugado e o0 sobrenadante, descartado. O sedimento celular foi
ressuspendido uma Unica vez em uma solucao tampédo contendo RNAse, acido
acético, hidroxido de sédio, cloroférmio e isopropanol. Ao final, foi lavado o DNA
plasmidial/fosmidio com Etanol 70% e foi ressuspendido em 50 pL de H,O Milli-
Q. Para a visualizacdo da presenca dos clones, foi realizada uma corrida
eletroforética em gel de agarose a 0,8% corado com brometo de etidio (0,5

mg/mL) e visualizado sob luz ultravioleta (U.V.).

2.9. Isolamento do gene amilolitico - PCR
O gene da a-amilase Bacillus liqueniformis (amyIN) e de Bacillus subtilis D2

(amyE) foi isolado a partir do DNA fosmidial extraido dos clones amiloliticos,

pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) [17], utilizando a Tag DNA
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Polimerase High-Fidelity (Invitrogen), com os iniciadores construidos [18,19]

como segue abaixo.

Tabela 3 - Iniciadores utilizados para amplificar o gene amyIN e amyE dos clones isolados

. , , Sitio de
Iniciadores 5’ — 3 Restricio
TamyF — CGGGATCCAATCTTAAAGGGACGCTGATGCAG BamHI
TamyR — CGCCCGGGCTATCTTTGAACATAAATTGAAACCG Smal
PamyF — GCGAATTCGTGACCGCGTCATCGGTC EcoRlI

PamyR - GCAGCGGCCGCATTCTACAGCAGAAGTGGAAAGATATATGG Notl

A reacdo foi realizada nas seguintes condicfes: 40 ng de DNA, tampao 10X
0,25 mM de dNTPs, 2,5 mM de MgCl,, 5 mM de cada iniciador, 2,5 U de Taq
DNA polimerase “High-Fidelity” e agua deionizada esterilizada para um volume
total de 25 pL. O programa de PCR utilizado em termociclador (Thermo) era
composto pelos seguintes passos: desnaturacao inicial a 94°C por 2 minutos;
seguida de ciclo de 35 vezes com um passo de desnaturacdo a 94°C por 20
segundos, anelamento dos iniciadores com temperatura a 56°C por 30 segundos
e um passo de extensdo das fitas a 72°C por 2 minutos; além de um passo de
extensdo final a 72°C por 2 minutos. Os produtos da reacdo da PCR foram
analisados quanto a sua qualidade e concentracéo por eletroforese utilizando gel
de agarose a 0,8% corado com brometo de etidio (0,5 mg/mL) e visualizado sob

luz U.V. e fotodocumentado.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Selecéo dos clones com atividade amilolitica e proteolitica

Foram isolados 1.344 clones da biblioteca metagenémica de Terra Preta de
indio (TPI), para selecionar os clones com atividades enzimaticas para amilase e
protease. Apos a selecdo em placas de Petri com 0s respectivos substratos,
foram obtidos quatro clones amiloliticos (P1C4, P6F1, P5C4 e P6C12) que
apresentaram a formacdo do halo de hidrolise de amido; e trés clones
proteoliticos (P3A4, P6A1l e P6H6), que apresentaram a formacédo do halo de

protedlise conforme mostra a Figura 1.

(A) (B)

Figura 1 - Atividades enzimaticas dos clones presentes da biblioteca metagenémica. A:
Clones que formaram halos de hidrélise de amido ap6s a revelagcdo com o vapor de
iodo; B: Clones que formaram o halo de protedlise
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Com os clones isolados, determinou-se o indice enzimatico através da
relacéo entre o didmetro do halo (dh) e o didametro da coldnia (dc) [12]: indice de
amildlise (la) e o indice de protedlise (Ip), conforme demonstra a Tabela 4, com
0 intuito de selecionar os melhores clones produtores de amilase e protease,

para producado em meio liquido.

Tabela 4 - Atividades enzimaticas estimadas semi-quantitativamente, utilizando o indice
enzimético descrito [12]

Substrato no meio Diametro médio Diametro médio da ”?d"fe_
Clone . PO Enzimatico
de cultivo do halo (mm) colénia (mm)
(U/mL)
P1C4 Amido 6,5 3,3 2,16
P6F1 Amido 7,0 3,0 2,33
P5C4 Amido 7.0 3,0 2,33
P6C12 Amido 14,0 3,0 4,66
P3A4 Caseina 46,0 3,0 15,33
P6A1 Caseina 29,0 3,4 8,53
P6H6 Caseina 20,0 3,5 5,72

O numero de clones positivos encontrados é superior aos numeros de clones
descritos por Yun [20] e Rondon [21] que encontraram apenas um clone amilolitico
e um clone proteolitico entre 30.000 clones testados das suas respectivas
bibliotecas. Estes diferentes resultados podem ser explicados devido a
biodiversidade de micro-organismos do solo amazbénico que pode estar
influenciando no nimero superior de clones positivos encontrados frente aos clones
gue haviam sido descritos de outras regides.

Os indices de amildlise sdo inferiores aos demonstrados em outros micro-
organismos isolados diretamente do solo, principalmente quando se compara ao

género Bacillus sp. [22,23]. O clone P6C12 (4,66 U/mL) foi o clone que
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apresentou melhor expressao da atividade amilolitica, como pode ser visualizado
na Figura 1. Os clones P1C4, P6F1 e P5C4 produziram em média 2,27 U/mL.
Para a producdo da amilase em meio liquido, foram selecionados os 4 clones,
apesar de 3 clones demonstrarem uma baixa producdo semi-quantitativa. Muitos
trabalhos demonstram que nem sempre o micro-organismo que produz o maior
halo frente ao seu substrato serd aquele que ir4 expressar melhor este produto
em meio liquido [24]. Os halos obtidos dos 4 clones possuem pequenas
diferencas, 0 que tornou necessaria a expressao e caracterizacdo em meio
liquido e caracterizar parcialmente estas enzimas, para entdo se diferenciar
melhor a producdo enziméticas destes 4 clones.

As atividades de protedlise foram bastante elevadas, quando comparadas
aos clones amiloliticos, como encontrado no clone P3A4, que produziu 15,33
U/mL em 24 horas de cultivo. Os clones P6A1 e P6H6 produziram apenas 8,53 e
5,72 U/mL, respectivamente. Estes resultados demonstraram uma producao
similar a proteases de origem bacteriana, quando cultivado em meio de cultura
em pH 7,0. Riffel [25] isolou linhagens de Bacillus sp. que produziram atividade
proteoliticas entre 5-8 U/mL, utilizando o indice de protedlise. Para a expressao
em meio liquido escolheu-se apenas o clone P3A4 que produziu nitidamente
uma elevada producdo proteolitica frente aos outros 2 clones da biblioteca

isolados.
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3.2. Producgéo enziméatica

Os resultados iniciais obtidos da cinética de produ¢do dos clones produtores

de amilase, foram

inferiores aos resultados obtidos na dosagem semi-

guantitativa. Para otimizar o processo de expressao, adicionou-se ao meio de

cultivo 0,2 mg/mL de arabinose, que é um acgucar que induz o gene de

multicopias do fosmidio, presente nestes clones, auxiliando na melhor expressao

da enzima [20], como pode-se observar nas Figuras 2 e 3.
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Figura 2 - Atividade enzimatica da amilase dos clones positivos em 24 horas de
cultivo, determinada com e sem a inducdo de arabinose no meio de
cultura, com agitacéo de 150 rpm. No grafico estdo representados (m)

com arabinose e (*') sem arabinose
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A producdo de amilase pelos clones recombinantes, ap6s a inducéo,
apresentou atividade enzimética maior ao final de 24 horas (um aumento em
média de 11% do que de 18 horas), com excecdo do clone P1C4 que
demonstrou uma pequena queda em sua atividade, como pode ser observado
na Figura 4. Para um processo de aplicacéo industrial este aumento torna-se
insignificativo estatisticamente, devido ao intervalo de tempo representar 1/3 da
producdo enzimatica para uma baixa producdo neste periodo. Com isso, 0
periodo de 18 horas de producdo enzimatica torna-se muito mais vantajoso

frente ao periodo de 24 horas [8].
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Figura 3 — Cinética atividade enzimética da amilase por tempo de cultivo com arabinose dos clones positivos durante 24 horas induzido com

arabinose, a 37°C, com agitacdo de 150 rpm. No gréafico estdo representados os clones (¢) P1C4, (m) P6F1, (A)P5C4, (X)
P6C12 e (%) P1A1




Cruz, C.B.N. Selecdo dos clones produtores de amilases e proteases... 49

O clone P1C4 obteve a maior producédo entre os clones amiloliticos, sendo
a sua atividade de 15, 33 e 24% maior do que os clones P6F1, P564 e P6C12,
respectivamente em 24 horas de fermentacdo. O clone P6C12 que demonstrou
maior halo amilolitico em placa, quando cultivado em meio liquido, teve sua
producdo enzimatica reduzida em 30,5%. Para todos os ensaios enzimaticos
foi inoculado o clone P1Al, que € um clone de biblioteca metagendmica que
ndo apresentou formacdo de halo amilolitico, servindo como um controle
negativo para os ensaios de producdo enzimatica, e pode-se observar que o
mesmo néo produziu nenhuma unidade enzimatica significativa.

Como citado por Yun [20], a arabinose presente no meio de cultivo induziu
com sucesso a producéo de amilase pelos clones, sendo que o clone P1C4 foi
0 que apresentou 0 maior aumento em sua producéo de 41,2 e 82,3% em sua
atividade dextrinizante e sacarificante, em 24 horas de cultivo,
respectivamente. Todos 0s clones demonstraram maior expressao enzimatica

guando induzidos pela arabinose.
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Tabela 5 - Atividades enzimaticas dextrinizante e sacarificantes dos clones amiloliticos
isolados, o extrato enzimatico bruto incubado na temperatura de 40°C por 30

minutos
Atividade Dextrinizante (U/mL) Atividade Sacarificante (U/mL)
Clones
Sem Com Producéo Sem Com Producéo
Arabinose Arabinose Elevada Arabinose Arabinose Elevada
P1C4 2,53 4,30 41,2% 0,69 3,89 82,3%
P6F1 2,39 3,64 34,3% 1,13 2,97 62,0%
P5C4 1,67 2,87 41,8% 1,36 4,15 67,2%
P6C12 2,17 3,23 32,8% 0,91 3,04 70,1%
P1A1 0,07 0,08 41,2% 0,25 0,46 45,7%

Os resultados obtido como o clone P1C4 (4,3 U/mL) s&o inferiores aos
demonstrados quanto comparado a outros micro-organismos isolados
diretamente do solo (principalmente o género Bacillus sp.) para a expressao da
mesma enzima, utilizando a cultura em frascos sob agitacdo e 0s mesmos
métodos de ensaios enzimaticos [22,23]. Entretanto estes resultados sédo
variaveis, pois Marco [26] expressou uma a—amilase de B. subitilis D2 em E.
coli e obteve uma atividade enzimatica do sobrenadante apds 24 horas de
cultivo, com uma producédo de apenas 1,3 U/mL, sendo inferior a expresséo
demonstrada pelos clones produtores de amilases isolados neste trabalho.

A atividade enzimatica sacarificante mostrou valores proximos da atividade
dextrinizante, podendo inferir que os clones podem estar produzindo dois ou
mais tipos de amilase [4]. Porém, esta maior atividade dextrinizante €
caracteristica de uma oa-amilase de origem bacteriana que atua na hidrolise do

amido resultando dextrinas [27].
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Na fermentacdo da enzima no periodo de 10 horas de fermentacéo, o clone
P3A4 produziu 26,3 U/mL de protease no extrato bruto, como se pode observar
na Figura 4.

No periodo de 12 horas de incubacéo o clone perde 48,7% da sua producao
enzimatica, em relacdo a sua producdo de 10 horas, sendo sua atividade
relativa 24,5% menor do que no periodo de inicial (Oh), apds 6 horas de cultivo
sua atividade aumenta em 48,8%. Rao [6] descreve que as proteases s&o
enzimas de suma importancia fisiolégica para os organismos, logo sua
necessidade de producdo é prioritaria, por isso sua larga produgcdo em um
curto periodo de tempo. Trabalhos demonstram uma atividade proteolitica
secundéaria [1,28,29], no qual tem-se uma atividade inicial e ap6és um periodo
de tempo estas enzima tem sua atividade reduzida, por alguma necessidade
fisioldgica do micro-organismo e apos uma periodo de tempo a enzima retorna
a ser excretada novamente.

A cinética de producédo do clone proteolitico demonstrou a producao de uma
enzima secunddria apés 12 horas, descrita em trabalhos de caracterizacéo
enzimatica de Bacillus sp. Alguns autores também fazem referencia a producéo
de uma segunda enzima proteolitica no extrato, por tratar-se de um extrato

bruto, explicando a presenca de duas enzimas atuando simultaneamente [30].
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Figura 4 - Cinética de producdo da protease do clone P3A4 durante 24 horas a 37°C, com agitacdo de 150 rpm. Atividade

enzimatica da amilase por tempo de cultivo
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Os resultados obtidos da atividade enzimatica do clone P3A4 foi de 26,3
U/mL sendo uma producdo significativa para uma expressdo bacteriana ja
descrita em trabalhos com o género Bacillus sp. [28,30]. Ja o trabalho de Joo e
Chang [7] demonstra uma producdo enzimatica de 107,9 U/mL em 48 horas
por Bacillus sp., sendo quatro vezes superior a producdo maxima do clone
isolado.

Os fungos e leveduras sdo os micro-organismos que produzem proteases
em escala elevada como descrito por Neves [31] que obtiveram 333 U/mL de
protease em 72 horas em cultivo de leveduras na regido Amazénica. Porém, as
proteases bacterianas apresentam inimeras aplicacdes na industria alimenticia
e quimica, principalmente do género Bacillus, que possuem alta capacidade de

producao de proteases alcalinas [7].
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3.3. Caracterizacao Parcial das Amilases

3.3.1. Atividade Enziméatica em diferentes pHs

Todas as enzimas sdo sensiveis a concentracdo do fon H® do meio,
existindo uma zona de pH em que a atividade enzimatica é maxima. Isso
ocorre, porque as enzimas possuem grupos ionizaveis, pertencentes aos
residuos de aminoacidos da molécula, de forma que as alternancias de pH
podem mudar sua conformacao, sua capacidade de unido com o substrato e a
atividade catalitica dos grupos que formam o sitio ativo [32].

A atividade enzimética dos extratos brutos foram avaliadas em diferentes
pHs a fim de determinar o pH 6timo da atividade, e também com o intuito de
observar se ha variacao e a estabilidade nos pHs entre as amilases secretadas
pelos diferentes clones. Os resultados das atividades amiloliticas em diferentes
pHs (pH 3,0 até pH 8,0) podem ser observados na Figura 5 e 6.

Os resultados obtidos demonstram que além da variacao na quantidade de
amilase produzida por cada clone, nota-se também uma variacdo no
comportamento da enzima frente a diferentes pHs, indicando que estes clones
sao diferentes entre si, tendo atividades maximas em pH variando de 6,0 a 7,5.
As enzimas produzidas pelos clones amiloliticos isolados neste trabalho, atuam
em solucdes de pH levemente acidos a neutros. Porém, a maioria das enzimas

amiloliticas descritas do género Bacillus sp. atuam em pH alcalino [22,23]
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As enzimas produzidas pelos clones P1C4 e P6C12 apresentaram um
comportamento similar em diferentes pHs, demonstrando uma estabilidade nos
diferentes pHs sem haver uma queda brusca na produc¢édo enzimética. O clone
P1C4 produziu 5,81 U/mL, tendo sua atividade méaxima em pH 7,0, e com
perda de 25% da sua atividade relativa maxima produzindo apenas 4,41 U/mL

em pH 8,0.
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O clone P6C12 teve sua atividade maxima em pH 7,5 perdendo apenas
10% da sua atividade maxima em pH 8,0, demonstrando uma maior atividade
enzimatica em pH béasico do que em pH &cido. Este clone quando exposto a pH
3,0 perdeu cerca de 90%, perdendo praticamente toda a sua habilidade de
hidrolisar o amido, porém em pH 8,0 manteve sua atividade em 90%, sendo a
Unica enzima deste trabalho a apresentar esta atividade em pH alcalino.

Neste trabalho ndo foi obtido nenhum clone com atividade relativa maxima
em pH 3,0 a 5,5. O clone P5C4 teve seu pico de atividade em pH 6,5, porém
perdeu cerca de 37% da sua atividade relativa maxima em pH 7,0. Em
trabalhos utilizando E. coli para expressdo de a-amilase de B. subtilis D2, a
atividade relativa maxima encontrada foi em pH 6,5, perdendo cerca de 35% de
sua atividade em pH 6,0 e 20% de sua atividade em pH 7,0 [26], sendo um
comportamento enzimatico similar ao apresentado pelo clone P5C4, que
perdeu cerda de 52% de sua atividade em pH 6,0.

Ja o clone P6F1 foi o Unico que apresentou atividade relativa maxima em
pH 6,0, mantendo sua atividade em 85% em pH 7,0 e perdendo 51% da sua
atividade méaxima em pH 8,0. Em pH 3,0, todos os clones apresentaram uma
atividade relativa de 10 a 15%. Ja nos pH 5,0 e 6,0, apresentaram de 30 a 60%
da atividade relativa.

Os clones P6F1 e P5C4 foram os unicos clones que apresentaram um perfil
de dois picos de atividade em 4,5 e 6,0 para o clone P6F1 e 5,5 e 6,5 para o
clone P5C4. Este perfil € observado quando sédo utilizados extratos brutos para
0S ensaios enzimaticos, pois nele pode conter a presenca de diversas

proteinas que podem estar de alguma forma interferindo na dosagem
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enzimatica [4]. A purificacdo de extrato enzimatico € de grande importancia
principalmente para a aplicacdo desta enzima em processos industriais, para
que haja uma agdo enzimatica de alta eficacia na degradacdo do amido. O
processo de purificacdo atua nos grupos ionizaveis dos aminoacidos, que
conferem as mesmas uma natureza polibnica que sdo responsaveis pelas
interacdes eletrostaticas em resinas de purificacdo apropriadas [33].

De acordo com os dados, podemos observar que as enzimas apresentam
maior atividade na faixa de pH entre 6,0 e 7,5, corroborando com os trabalhos
descritos com amilase [34,35,36]. A maioria das reagdfes em processos
industriais apresentam pH em torno de 6,0 a 6,4, com isso, a adicdo das
enzimas dos clones P1C4, P5C4 e P6C12 em uma reacdo, nao haveria

nenhum prejuizo, pois estariam estaveis nesta faixa.
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3.3.2. Atividade Enzimatica em diferentes Temperaturas e
Termoestabilidade

A temperatura € uma variavel critica em alguns processos enzimaticos,
produzindo simultaneamente efeitos opostos de aumento da reatividade
enzimatica e inativacao [37]. A variacdo da atividade enzimatica em funcdo da
temperatura pode resultar no aumento da agitacdo das moléculas com
elevacdo de temperatura, que aumenta a frequéncia de colisbes entre o
substrato e a enzima e pode provocar a desnaturacdo da enzima, frente ao
calor [38,39].

Este fator é limitante para a utilizacdo de certas enzimas ou proteinas,
principalmente em processos industriais. Neste trabalho realizamos a
caracterizacdo da atividade enzimatica das enzimas produzidas pelos clones
frente a diferentes temperaturas.

Nos ensaios de temperatura todos os clones apresentaram a formacédo de
apenas um pico de atividade, como pode ser visualizado na Figura 7, ao
contrario dos ensaios de pH, em que os clones P6F1 e P5C4 apresentaram
dois picos de atividade.

O clone P1C4 apresentou a maior producdo enzimatica (6,93 U/mL) frente
aos demais clones, apresentando sua atividade relativa maxima em 70°C, e
manteve sua atividade em 60%, nas temperaturas de 30 a 60°C, obtendo seu
pico maximo em 70°C, porém sua estabilidade foi perdida nas temperaturas de
80 e 100°C, perdendo 85% da sua atividade enzimatica. Marco [26]
demonstrou uma atividade relativa maxima a 50°C, mantendo sua atividade em

até 80% nas temperaturas variando de 40 a 60°C.
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As enzimas produzidas pelos clones P6C12 e P5C4 apresentaram
comportamento similar em diferentes temperaturas. Ambas tiveram o pico de
atividade relativa maxima em 60°C. O clone P5C4 apresentou uma atividade de
90 a 70°C, porém o clone P6C12 apresentou uma perca de 20% da atividade
em 70°C.

Para o clone P6F1, a atividade relativa maxima foi encontrada a 80°C,
porém a 60°C, a atividade ficou em torno de 65%, e nas temperaturas a 30°C e
50°C, este clone manteve sua atividade em 95%. Todos os clones
apresentaram perda em torno de 80% de sua atividade relativa na temperatura
a 100°C. A temperatura de 40°C dos ensaios enzimaticos padrédo, os clones

apresentaram uma atividade relativa de 50 a 65%.
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A termoestabilidade dos clones foi obtida em todas as temperaturas, sendo
a enzima incubada por até 90 minutos. Como se pode observar na Figura 8, o
clone P1C4, manteve sua atividade relativa maxima em 100% nas
temperaturas de 40, 50 e 60°C a partir de 30 minutos de incubagdo perdendo
15% de sua atividade somente ap6s 90 minutos.

O clone P1C4 manteve sua atividade relativa maxima a 70°C, porém ap0s
30 minutos, houve perda de 35% da sua atividade em 60 minutos, mantendo
estavel até 90 minutos de incubacdo. A temperatura a 100°C demonstrou perda
de 70% da atividade relativa maxima em 60 minutos, sendo uma temperatura
gue pode ser considerada como de “quase” total inativacao da enzima.

Na Figura 9, observa-se a termotolerancia do clone P6F1, demonstrando as
temperaturas de 30, 40 e 50°C com sua atividade em 100% de 15 a 90 minutos
de incubacgéo. A temperatura a 80°C tem seu pico de atividade relativa em 30
minutos perdendo apenas 30% da sua atividade méaxima em 90 minutos,
confirmando a temperatura étima deste clone a 80°C.

A temperatura de 100°C, para um periodo de 60 minutos, inativou a enzima
do clone P6F1, que perde 100% de sua atividade maxima em 60 minutos de
incubacdo. Os clones P5C4 e P6C12 mantém sua atividade relativa méaxima
em 95% em 90 minutos de incubacgéo na temperatura a 60°C, sendo um 6timo
resultado da termoestabilidade enzimatica, como pode ser observado na Figura

10 e 11.
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Wanderley et al. [40] trabalharam com Cryptococcus flavus em seu
experimento de termoestabilidade, e verificaram uma temperatura Otima a
60°C, sendo que a atividade relativa manteve-se em 90% durante 60 minutos.
Nos dados obtidos neste trabalho, a termoestabilidade desta enzima no
periodo de 90 minutos foi alta, pois os dados analisados mostram a
permanéncia desta enzima com mais de 80% de sua atividade relativa.

Na temperatura de 100°C, o clone P4C4 perdeu 70% e o clone P6C12
perdeu 80% da sua atividade maxima nesta temperatura, demonstrando uma
alta instabilidade enzimatica.

As caracteristicas das amilases expressas pelos clones selecionados da
biblioteca metagendmica foram de enzimas que atuam em pH que variam de
6,0 a 7,0, sendo a temperatura 6tima encontrada em torno de 60 a 80°C,
corroborando com trabalhos descritos utilizando a producdo de amilase de
origem bacteriana [34,35,36,40,41].

A maior producéo enzimatica foi demonstrada a 70°C pelo clone P1C4, mas
esta enzima perdeu 35% da sua atividade quando exposta ha 90 minutos nesta
temperatura. Na termoestabilidade enzimatica, tiveram destaques os clones
P5C4 e P6C12 que conseguiram manter sua atividade relativa em 95% durante

90 minutos a 60°C. Rahmon [42] relatou que enzimas que possuem
caracteristicas termoestaveis, suportando temperaturas na faixa de 50°C a
70°C, sao bastante utilizadas na industria quimica, e principalmente, na

industria de detergentes.
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Portanto, neste trabalho, as enzimas produzidas por estes quatro clones
demonstraram ser bastante distintos entre si, principalmente quando
submetidos a diferentes pH, no qual cada enzima teve um pH 6timo distinto.

A aplicacdo destas enzimas em processo industrial é muito relativa, por
tratar-se de extratos brutos nao purificados o que contribui para uma baixa
especificidade enzimatica frente a outros micro-organismos presentes no

mercado industrial.
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3.4. Caracterizacao Parcial das Proteases

3.4.1. Atividade Enzimética em diferentes pHs e sua estabilidade

frente ao pH

A mudanca de pH observada durante o crescimento de um micro-organismo
afeta a estabilidade do produto no meio. A maioria das linhagens de Bacillus
usadas comercialmente para a producédo de proteases bacterianas apresentam
pH o6timo entre 7 e 8, mas varia de acordo com o género e a espécie da
bactéria [4,43].

O efeito do pH na atividade enzimatica no extrato bruto do clone P3A4 esta
representado na Figura 12. A enzima apresentou atividade entre o pH 5,0 a
10,0 com atividade relativa maxima em pH 7,0 (34,3 U/mL). Em pH 5,0 houve a
menor atividade proteolitica (13,6 U/mL) sendo 60% menor do que em pH 7,0,
entretanto em pH 8 houve uma queda de apenas 15% de sua atividade relativa
maxima, sendo que em pH 10,0 houve um aumento da atividade em 20%
frente ao pH 3,0 (21 U/mL). Este comportamento segue o perfil de proteases
bacterianas neutras, pois normalmente possuem atividade relativa em pHs que
variam de 6,0 a 8,0 [6].

As proteases neutras sdo geralmente utilizadas em industrias de alimentos,
estas enzimas produzem uma diminuicdo no sabor amargo de algumas
proteinas alimentares hidrolisadas [6]. Esta atividade 6tima em pH neutro, tém
sido descritas em trabalhos com Yersinia ruckeri e Streptomyces albidoflavus

[44,45].
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Na Figura 13, podemos visualizar a estabilidade da protease a cada 15
minutos frente os diferentes pHs. A enzima em pH 7,0 teve sua maior atividade
relativa, porém sua estabilidade frente ao tempo de incubacdo foi baixa,
perdendo 40% da sua atividade em 90 minutos. Entretanto, esta enzima em pH
8,9 e 10 demonstrou uma alta estabilidade frente ao pH ao longo do tempo de
incubacédo, mantendo sua atividade relativa em 90 a 95% (=15,5 U/mL) em 90
minutos de incubacéo.

Chellappan [46] descreveu uma protease bacteriana que manteve sua
atividade em 80% ap6s 120 minutos em pH entre 9,0 a 12, porém em pH 8,0,
estas enzimas perderam 50% da atividade enzimatica relativa. Os resultados
obtidos nestes trabalhos sdo de grande importancia, pois as proteases
alcalinas possuem inumeras aplicagcdes na industria de detergentes e de

produtos quimico, como descrito por RAO [6].
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3.4.2. Atividade Enzimatica em diferentes Temperaturas e

Termoestabilidade

A temperatura € um dos fatores mais importantes que influenciam no
crescimento e sobrevivéncia dos organismos, sendo que a temperatura
considerada 6tima em sua maioria estd em torno de 30 e 40°C, embora alguns
micro-organismos apresentam uma tolerancia elevada diferente dos demais
organismos [47]. A maioria dos estudos de producdo de proteases em micro-
organismos demonstra rendimentos 6timos numa faixa de temperatura G6tima
variando de 28 a 60°C. Como foi descrito, a temperatura 6tima de 28°C para
Penicillium griseofulvin e temperaturas 6timas de 30 a 45°C, 55 e 60°C para
Bacillus sp. [48].

O extrato enzimatico bruto do clone P3A4 demonstrou atividade relativa
maxima em temperatura 6tima a 30°C, produzindo 56,0 U/mL da enzima em 90
minutos, e mantendo sua atividade relativa de 99% até 40°C, como pode ser
observado na Figura 14. Na temperatura de 50 e 60°C, a enzima perdeu 43%
da sua atividade relativa, e a 70°C, teve sua atividade reduzida em 59% (22,0

u/mL).
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A temperatura 6tima encontrada no extrato bruto dos clones para maxima
atividade relativa foi em torno de 30 a 40°C, demonstrando uma baixa
termoestabilidade frente a temperatura. Entretanto, como pode-se observar na
Figura 15, na temperatura a 30°C, a enzima apresentou-se instavel, perdendo
20% da atividade relativa apos 45 minutos de incubacdo. Nas demais
temperaturas analisadas, houve uma queda em média de 20% em sua
atividade relativa, no entanto, na temperatura a 50°C manteve estabilidade
apo6s 30 minutos de incubacdo, produzindo 27,7 U/mL em 90 minutos,
mantendo sua atividade relativa semelhante na temperatura de 30°C. O perfil
enzimatico encontrado nesta enzima foi relatado em proteases produzidas por
B. subtilis e Bacillus pumilis, na qual as mesmas apresentaram termotolerancia
e mantiveram-se estaveis a temperatura de 55°C, porém a temperatura 6tima
para producao da enzima foi de 37°C [22], como foi descrito neste trabalho. A
termoestabilidade desta enzima a 50°C é de suma importancia para sua
aplicacdo em processo industrial, como ja relatado, e as enzimas que possuem
caracteristicas termoestaveis (50°C a 70°C) sdo amplamente utilizadas no setor

industrial, tanto na area quimica, como as que produzem detergentes [42].
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3.5. Isolamento do gene amilolitico

O DNA plasmidial foi obtido com o kit de extracdo plasmidial da “GE
plasmidPrep Mini spin Kit’, como descrito no item 4.8 de Material e Métodos. Na
Figura 16, esta demonstrado a extracdo do DNA dos clones selecionados, quatro

(4) clones produtores de amilase e um (1) clone produtor de protease.
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Figura 10 - Perfil eletroforético da extracdo de DNA
plasmidial em gel de agarose a 1%. (1)
Marcador de peso molecular 1 Kb Plus
(Fermentas); (2) Clone P1C4; (3) Clone
P6F1; (4) Clone P5C4; (5) Clone P6C12; (6)
Clone P3A4

Na Figura 17, estd demonstrada a amplificacdo por PCR do gene da o-
amilase de Bacillus liqueniformis, e o produto de amplificacdo dos clones P1C4,
P6F1, P5C4 e P6C12 apresentaram um fragmento de aproximadamente 1500
pares de bases (pb), similar ao controle positivo da reacéo, o que corresponde

ao tamanho da sequéncia do gene amyIN que possui o tamanho de 1540 pb

[18].
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1500

Figura 11 - Eletroforese dos produtos da PCR para

amilase de B. liqueniformis (amyIN) em gel de
agarose a 1%. (1) Marcador de peso molecular
1Kb (Fermentas); (2) controle negativo da
reacdo; (3) controle positivo da reacdo; (4)
Clone P1C4; (5) Clone P6F1; (6) Clone P5C4;
(7) Clone P6C12

Para o gene Pamy, codificador de a-amilase de B. subtilis, os produtos da
reacdo de PCR obtido dos quatro clones amiloliticos, ndo apresentaram
amplificacdo deste fragmento génico, como pode ser observado na Figura 18.
O controle positivo da reagdo amplificou um fragmento génico de
aproximadamente 1500 pb, correspondente ao tamanho da seqiéncia do gene

que possui 1565 pb [19].
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Figura 12 - Eletroforese dos produtos de PCR
para amilase de B. subtilis (Pamy) em gel
de agarose a 1%. (1) Marcador de peso
molecular 1Kb Plus (Fermentas); (2)
controle positivo da reacdo; (3) controle
negativo da reacéo; (4) Clone P1C4; (5)
Clone P6F1; (6) Clone P5C4; (7) Clone
P6C12

Por fim, os quatro (4) clones amiloliticos isolados da biblioteca
metagendmica de terra preta de indio, apresentaram o gene codificador para o-
amilase de B. ligueniformis, como foi observado na Figura 17, porém nenhum
destes clones apresentaram o gene codificados da a-amilase de B. subtilis.

Os clones amiloliticos isolados neste trabalho apresentaram caracteristicas
distintas entre si, o clone P1C4 foi o maior produtor da enzima frente aos
demais, destacando-se com uma elevada produgcdo a 70°C, que demonstrou
ser uma enzima termotolerante a temperaturas elevadas, porém com uma
termoestabilidade relativamente baixa. Todos os clones amiloliticos produziram

atividades enzimaticas inferiores quando comparadas a micro-organismos ja
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isolados, como do género Bacillus e clones de bibliotecas metagendmicas,
descritos por Yun [20]. Estes trabalhos descreveram suas atividades
enzimaticas utilizando enzimas purificadas, 0 que eleva a especificidade das
enzimas excretadas destes micro-organismos.

Com isso, 0s extratos enziméticos de amilases produzidos pelos clones
isolados neste trabalho, poderéo ser purificados, aumentando a especificidade
da enzima frente ao substrato. Sendo assim, poderemos obter um extrato
enzimatico puro e concentrado, tornando-se estas enzimas de grande interesse
na aplicacdo industrial, pois serdo enzimas com caracteristicas distintas a dos
micro-organismos isolados atualmente, merecendo um grande destaque na
termotolerancia e termoestabilidade detectada. Estas enzimas poderdo ser
utilizadas no setor industrial, como catalisadores, para a hidrolise do amido, no
qual sua aplicacdo na a hidrolise de macromoléculas como até a producéo de
frutose.

Atualmente, as amilases compreendem em cerca de 30% da producédo
mundial de enzimas, estes clones amiloliticos isolados da Biblioteca
Metagendmica de Terra Preta de indio demonstraram atividades enzimaticas
distintas dos micro-organismos descritos na literatura, podendo com isto,
comprovar a eficiéncia da técnica metagendbmica que visa buscar novos
bioprodutos para a aplicagcdo industrial, além de relatar sobre a diversidade
Amazonica bastante desconhecida.

Neste trabalho foi isolado um clone proteolitico que apresentou uma
producdo enzimatica oito vezes superior aos clones amiloliticos, em apenas 10

horas de fermentacdo, tornando-se uma producdo significativa quando
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comparada a outras enzimas bacterianas ja descritas. A protease produzida
apresentou caracteristica de uma enzima secundaria no metabolismo
bacteriano deste clone, sendo produzida em grande quantidade durante a fase
exponencial do crescimento microbiano, apresentando uma queda durante a
fase estaciondria do crescimento.

Os resultados obtidos da caracterizacdo proteolitica demonstraram uma
atividade enzimética 6tima em pH neutro, sendo portanto uma enzima diferente
das ja descritas atualmente que atuam em pH alcalino [6]. Sua utilizacéo € de
suma importancia na industria de alimentos para reducédo do sabor amargo de
algumas proteinas utilizadas neste setor. Ja sua producdo enzimatica frente a
elevacdo da temperatura, demonstrou uma termotolerancia a 70°C e uma
termoestabilidade de até 50°C, perdendo apenas 20% da sua atividade étima
quando comparada com sua melhor producdo a 30°C, esta caracteristica é
relatada em Bacillus subtilis e Bacillus pumilis que apresentam esta
caracteristica de termotolerancia [22] mantendo-se estavel em temperaturas
superiores, perdendo cerca de 15% da sua melhor producgéo a 37°C.

O fator temperatura é determinante para uma futura aplicacdo desta
protease em outros processos industriais, tais como nos setores de: quimica e
producdo de detergentes [42]. A protease do clone metagendmico isolado da
Biblioteca de Terra Preta de indio, demonstrou a possibilidade de sua aplicacio
em 3 setores industriais e uma elevada producdo enzimatica em seu extrato
bruto, tornando-se a enzima de maior destaque deste trabalho, porém como

mencionado anteriormente este extrato proteolitico devera ser purificados para
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sua futura aplicacdo industrial e otimizada da sua atividade enziméatica
significativa, do qual espera-se ainda uma melhoria na atividade proteolitica.

As enzimas isoladas nestes trabalhos s&o oriundas de micro-organismos
presentes no solo amazbnico, o0 que demonstra a riqueza presente neste
ambiente, pois o solo € um ambiente extremamente complexo, devido a
interacdo de diversos parametros como: pH, agua, estrutura do solo, variacédo
climatica e o bioma presente no mesmo, do qual diversos trabalhos
demonstram ser 0 solo amazénico como um vasto reservatorio da diversidade
genética de micro-organismos [49,50].

As enzimas produzidas pelos clones isolados neste trabalho, da vasta
diversidade microbiana presente no solo amazonico que produziram enzimas
com caracteristicas de grande interesse industrial, podendo tornar estas
enzimas novos bioprodutos para aplicagéo industrial. Atualmente o mercado
mundial visa utilizacdo de enzimas frente ao uso de compostos quimicos,

devido ao seu alto rendimento, auséncia de poluicdo ambiental e pelos

inUmeros produtos que podem ser obtidos de sua acao.
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4. CONCLUSOES

Com os dados obtidos neste trabalho, podemos inferir que:

1) Foram isolados quatro (4) clones produtores de amilase e trés (3) clones
produtores de protease da Biblioteca metagenémica de TPI;

2) O maior halo amilolitico obtido em placas de cultivo foi apresentado pelo
clone P6C12, correspondente a 14,0 mm;

3) O clone P3A3, foi o que apresentou o maior halo de protedlise (46,0
mm);

4) A adicdo de arabinose interferiu positivamente na producdo em meio
fermentativo, aumentando as atividades amiloliticas dextrinizante e
sacarificante dos clones amiloliticos isolados;

5) A cinética enzimatica dos clones amiloliticos apresentou maior atividade
relativa em 24 h de fermentacao;

6) A maior producédo de protease (26,3 U/mL) foi obtida em 10 horas de
fermentacao;

7) As amilases caracterizadas parcialmente tiveram sua atividade 6tima em
pH neutro a levemente alcalino, o clone P1C4 demonstrou a maior
producdo a 70°C, ja os clones P5C4 e P6C12 demonstraram a maior
termoestabilidade;

8) A protease demonstrou sua atividade oOtima em pH neutro, sua
temperatura otima foi de 30°C e sua termoestabilidade foi demonstrada
em 50°C. Estas caracteristicas indicam sua aplicacdo em 3 setores
industriais como: producdo de alimentos, industria quimica e producao

de detergentes;
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9) Todos o0s extratos enzimaticos obtidos neste trabalho devem ser
purificados para melhorar sua atividade enzimatica relativa,
concentracdo enzimética e para futuras aplicagbes nos setores
industriais;

10) As enzimas produzidas neste trabalho demonstraram caracteristicas e
atuacdo novas quando comparadas a enzimas descritas atualmente, o
que comprova a eficiéncia da construgéo de bibliotecas metagenémicas
para o isolamento de novos bioprodutos;

11) O solo de Terra Preta de Indio demonstrou ser um ambiente que
contém uma vasta biodiversidade microbiana onde podem ser obtidos
novos bioprodutos.

12)Para os clones amiloliticos foi realizado o isolamento do gene de o-

amilase de Bacillus liqueniformis foi realizado com sucesso.
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