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RESUMO 
As proteases fazem parte de um grupo variado de enzimas catalíticas que desempenham papel importante nos 
processos fisiológicos e aplicação em processos industriais. É crescente o interesse por enzimas provenientes 
de microrganismos devido à sua diversidade, complexidade e seu potencial biotecnológico. A caatinga é um 
bioma exclusivamente brasileiro, com ambientes ricos em espécies que apresentam adaptações únicas. O 
objetivo do presente trabalho foi isolar bactérias produtoras de enzimas proteolíticas e avaliar sua eficiência 
enzimática. Das dez cepas isoladas, duas apresentaram os melhores resultados quanto à estabilidade das 
enzimas expostas a diferentes condições de temperatura (4ºC e 70ºC) e pH (5,2 e 8,5).  Os resultados 
mostraram que a elevada temperatura causou maior efeito sobre a atividade das enzimas proteolíticas, 
enquanto que, para o pH, as condições alcalinas apresentaram efeito mais rápido sobre a desnaturação dessas 
enzimas. A decomposição microbiana em agroecossistemas tropicais representa uma estratégia importante da 
manutenção da produtividade do solo e o conhecimento da atividade enzimática nesses ambientes é importante 
para a aplicação de em processos sustentáveis de agricultura. 
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INTRODUÇÃO 

A Caatinga é considerada o bioma mais importante da Região Nordeste, ocupando cerca de 10% de todo o 
território nacional (ANDRADE et al., 2005). Do ponto de vista biológico, é um ecossistema importante por ser 
exclusivamente brasileiro. Apresenta vasta biodiversidade, com flora e fauna únicas e é rico em recursos 
genéticos e variada vegetação. Dentre os biomas brasileiros, a Caatinga é o menos conhecido cientificamente 
(WASHINGTON, et al., 2007). Pouco se sabe sobre a microbiota desse bioma. 
 
As bactérias constituem o principal grupo de decompositores, sendo responsáveis pela ciclagem do carbono devido a sua 
capacidade de degradar compostos complexos e macromoléculas (GORLACH-LIRA E COUTINHO, 2007). Os 
microrganismos são bons produtores de proteases, visto que, possuem grande diversidade bioquímica e fácil manipulação 
genética (KASANA et al., 2011, NASCIMENTO E MARTINS, 2006).  Além de desempenhar importantes funções nos 
ciclos biogeoquímicos e no funcionamento de ecossistemas, os microrganismos também possuem elevado potencial 
biotecnológico (GOI E SOUZA, 2006).  
 
As proteases são enzimas que degradam proteínas e são amplamente distribuídas em todos os seres vivos, 
desempenhando funções importantes para a manutenção da vida (SILVA-LOPES, 2009). As proteases podem ser 
extraídas de vários microrganismos, incluindo bactérias. As enzimas proteolíticas são amplamente utilizadas no comércio 
e na indústria e estão entre os três maiores grupos de enzimas industriais, correspondendo a 60% de toda a venda 
internacional de enzimas (LIMA et al., 2008).  
 
A matriz solo possui um número variado de grupos de microrganismos, dentre os quais se destacam aqueles que possam 
contribuir para a sustentabilidade dos agroecossistemas sendo utilizados para fins biotecnológicos e contribuindo na 
geração de técnicas alternativas que visam práticas mais sustentáveis (GOI  E SOUZA, 2006; BARBOSA  et al., 2012).  
 
O objetivo desse trabalho foi buscar em um ambiente de condições extremas de temperatura e pluviosidade, como o 
bioma da Caatinga, bactérias produtoras de enzimas proteolíticas e avaliar a eficiência enzimática desses isolados.  
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METODOLOGIA 

As amostras de solo foram coletadas no município de Morada Nova, Ceará, inserido no bioma da Caatinga e 
transportadas até o Laboratório de Microbiologia Ambiental e do Pescado (LAMAP) no Instituto de Ciências 
do Mar - LABOMAR/UFC, onde foram processadas e analisadas. 
 
Foram pesadas 10g de sedimento e diluídas em 90 ml (1:9, p/v) de solução salina 0,85% de NaCl, 
correspondendo à diluição 10-1 e a partir dela foram feitas diluições decimais até 10-5. Após a diluição, as 
amostras foram inoculadas em Ágar Caseína do Leite (ACL), utilizando a técnica de Pour Plate e incubadas 
em estufa a 35ºC por 48h. Após o período de incubação, foi feita a contagem das colônias bacterianas através 
do método de Contagem Padrão em Placa (CPP) (DOWNES E ITO, 2001) e foram consideradas produtoras de 
proteases as colônias que apresentaram halo ao seu redor (THYS, 2004).  
 
As cepas que apresentaram halo ao redor da colônia foram isoladas e verificadas quanto à sua ação 
proteolítica. Os isolados bacterianos foram inoculados em Ágar Triptona de Soja (TSA), com crescimento em 
estufa a 35ºC por 24h. No total, foram isoladas dez cepas.  
 
Com o intuito de otimizar a produção das proteases, as cepas foram inoculadas em Caldo Caseína do Leite 
(CLL) e incubadas a 35ºC por 24h, sob agitação 0,4039 g. Em seguida, as culturas foram centrifugadas por 15 
minutos a 4ºC com rotação de 2236 g (NASCIMENTO E MARTINS, 2006). Após a centrifugação, foi 
extraído o líquido metabólico (LM) para teste de eficiência da enzima. Durante o experimento, o líquido 
metabólico foi distribuído em micro tubos e exposto a condições extremas de temperatura (4ºC e 70ºC) e pH 
(5,2 e 8,5) por 180 minutos (T0 a T180). A cada 30 minutos, foram retiradas alíquotas e inoculadas em Ágar 
Caseína do Leite para verificação da atividade. Para realização dos testes, foram feitos pequenos poços, para 
adição do líquido metabólico, nas placas contendo Ágar gelatina, em substituição ao Ágar Caseína do Leite. 
 
Para a verificação da atividade enzimática nas referidas temperaturas, 0,5 ml do líquido metabólico foi 
inoculado e incubado em estufa BOD por 24h. A deformação do poço e o espalhamento do inóculo no meio de 
cultura indicaram atividade enzimática (OLIVEIRA E FOPPA, 2014). 
 
Os valores de pH (5,2 e 8,5) foram obtidos através de soluções tampões de ácido clorídrico e acetato de sódio. 
Foram acrescentados em micro tubos 0,5 ml do líquido metabólico e 0,5 ml da solução (ácida ou básica), numa 
proporção de 1:1. A atividade da enzima foi também verificada através da deformação do Ágar. 
 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A temperatura de 4ºC foi a que apresentou a maior atividade enzimática para todos os intervalos de tempo (T0 
a T180). A temperatura de 70ºC apresentou menor atividade, principalmente nos tempos T150 e T180. 
Considerando a origem das cepas, era esperada uma maior atividade enzimática para a temperatura de 70ºC, 
visto que o solo da Caatinga pode atingir até 60ºC (MECAMBO et al, 2012). De modo geral, a temperatura 
elevada foi o fator que mais afetou a atividade das enzimas proteolíticas (Figura 1).  
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Figura 1: Comportamento da atividade de enzimas produzidas por bactérias isoladas do solo da 
Caatinga expostas a temperaturas de 4°C e 70°C. 

 
Para os testes de pH, a maior atividade enzimática foi referente ao pH ácido, enquanto que a condição alcalina 
apresentou menor atividade enzimática e efeito mais rápido sobre a desnaturação das enzimas. Nascimento e 
Martins (2006), Chaud et al., (2007) e Ferreira et al., (2010) afirmam que o melhor valor de pH para atividade 
proteolítica está na faixa de 8 e 9, diferindo, portanto, do resultado encontrado no presente estudo. Até o 
último tempo do experimento foi detectada presença de atividade nos líquidos metabólicos das bactérias 
ambientais (Figura 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2: Comportamento da atividade de enzimas produzidas por bactérias isoladas do solo da 
Caatinga expostas a pH 5,2 e 8,5. 

 
Do total de isolados, duas cepas apresentaram os melhores resultados para os testes de temperatura e pH, sendo 
consideradas as mais aptas na aplicação para fins biotecnológicos. 
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CONCLUSÂO 

Temperaturas elevadas apresentam maior efeito sobre a estabilidade de enzimas proteolíticas do que 
temperaturas baixas. Condições alcalinas de pH apresentaram um efeito mais rápido sobre a desnaturação das 
enzimas. 
As bactérias isoladas do solo em região do semiárido são fontes potenciais de enzimas proteolíticas estáveis a 
variações. Em agroecossistemas tropicais a decomposição microbiana e mineralização de fontes orgânicas 
representa uma estratégia importante para manter a produtividade do solo. O conhecimento da diversidade e 
atividade enzimática nesse ambiente é fundamental para a aplicação em processos sustentáveis de agricultura. 
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