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1. INTRODUGAO

A carne de frango é um dos principais produtos de exportacéo brasileira. De
acordo com a Associagado Brasileira dos Produtores e Exportadores de carne de
Frango (Abef), no ultimo relatério disponibilizado, em 2008, o Brasil foi o terceiro
maior produtor de carne de frango, com 10,9 milhdes de toneladas, apresentando
um crescimento de 6,2% no periodo, sendo precedido apenas pela China, com 11,9
milhdes de toneladas e Estados Unidos, em primeiro lugar com 16,6 milhdes de
toneladas, estes com crescimentos de 5,4 e 2,1%, respectivamente. Também no
ano de 2008, o Brasil totalizou embarques de 3,6 milhdes de toneladas de carne de
frango, registrando um crescimento de 10,9% em relacao a 2007, superando os
8,6% inicialmente projetados para o periodo. A América do Sul, no geral, obteve os
maiores aumentos percentuais registrados no mesmo ano, somando embarques de
329 mil toneladas, um crescimento de 90% em comparacgao a 2007 e receita cambial
de US$ 557 milhdes, representando aumento de 157%.

Ja os valores de exportagdo mundial para o periodo de 2008 apresentou um
crescimento de 13,7%, sendo que, em relagdo ao volume individual, o Brasil lidera o
ranking com 3,6 milhdes de toneladas exportadas, totalizando um crescimento de
10,9%, enquanto os Estados Unidos e a Unido Européia ficaram em segundo e
terceiro lugares, respectivamente, com volumes de 3,2 e 0,7 milhdes de toneladas e
crescimento significativo de 17,5% e 16,5%.

Ademais, de acordo com o estudo intitulado “Projecbes do Agronegocio
Brasil - 2008/2009 a 2018/2019”, divulgado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, em 2018/2019 a exportagdo de carne de frango brasileira devera
representar 89,7% do comércio mundial. Apesar de o Brasil apresentar nos proximos
anos forte aumento das exportagdes, o mercado interno sera um forte fator de
crescimento, sendo que, do aumento previsto na producdo de carnes, de 12,6
milhdes de toneladas para o periodo entre 2007/2008 a 2018/2019, 50% deverao ser
destinados ao mercado interno e o restante dirigido as exportagcbes. Também de
acordo com o estudo, o consumo de carne de frango para o mesmo periodo tera um
aumento de 2,57% ao ano, aumento de producéo de 4,22% ao ano e aumento de
exportacéo de 5,62% ao ano. Estes resultados indicam que o Brasil continuara a

manter sua posi¢cdo de maior exportador mundial de carne de frango (Proje¢des do



Agronegécio Brasil 2008/2009 a 2018/2019 - Ministério da agricultura, pecuaria e
abastecimento, Assessoria de Gestéo Estratégica, 2009).

No entanto, a grande demanda do consumo de carne de frango gera
residuos que acarretam em grande impacto ambiental. Uma vez que em frangos
maduros, as penas constituem cerca de 5% a 7% do seu peso vivo, em todo o
mundo, milhdes de toneladas de penas s&o geradas anualmente como residuos de
industrias de processamento de frango (NAGAL e JAIN, 2010).

As penas séo constituidas por aproximadamente 90% de proteina, sendo
que seu principal componente € a queratina, uma proteina fibrosa e insoluvel com
cadeias fortemente ligadas por pontes dissulfeto (NAGAL e JAIN, 2010). Essas
pontes que ligam suas cadeias adjacentes sdo responsaveis pela estabilidade e
resisténcia a degradacéo da queratina (SAFRANECK e GOOS, 1982). Considerando
seu grande conteudo protéico, esses residuos possuem um grande potencial como
fonte de proteinas e aminoacidos para enriquecimento de ragbes animais, além de
possibilitarem muitas outras aplicagdes (NAGAL e JAIN, 2010).

Apesar de a queratina ser uma molécula resistente e de dificil degradacéo,
esta proteina pode ser eficientemente degradada por proteases especificas
denominadas queratinases (ONIFADE et al., 1998). A hidrélise de penas por micro-
organismos que possuem atividade queratinolitica representam um método
alternativo e eficiente no melhoramento do valor nutricional da farinha de penas,
comparado aos métodos tradicionais de producdo (NAGAL e JAIN, 2010). O método
tradicional de producédo de farinha de penas € um processo caro que requer um
grande gasto energético uma vez que as penas sdo cozidas sob alta pressdo no
vapor e tratadas quimicamente antes do uso (EI-REFAI et al., 2005).

As queratinases também possuem outras aplicacbes biotecnologicas
importantes, como digestdo aerdbica de residuos de frango para geracdo de gas
natural, em industrias téxteis na degradacéao de 13, na limpeza de obstru¢des durante
o tratamento de aguas residuais (NEGAL e JAIN, 2010), também como fertilizantes e
como detergentes na hidrolise de substratos soélidos, entre outras
(SARAVANAVHAVAN et al., 2004; THANIKAIVELAN et al., 2004; THYS et al.,
2004).



Devido a essa ampla possibilidade de aplicagdo das queratinases, um
grande numero de micro-organismos queratinoliticos tem sido estudados, dentre
estes algumas espécies de Bacillus (WILLIAMS et al., 1991; ATALO e GASHE 1993;
CORTEZI et al. 2008), actinomicetos (YOUNG e SMITH, 1975; BOCKLE et al., 1995)
e fungos (KUSHWAHA, 1983; SANTOS, et al., 1996).

Muitos autores reportaram em seus artigos as condigdes 6timas de cultivo
para a producao da enzima queratinase e, uma vez que todo processo fermentativo
€ significativamente influenciado por varios parametros fisicos e quimicos, torna-se
importante determinar as condi¢des 6timas de cultivo para cada micro-organismo. A
pesquisa convencional consiste em investigar um parametro do processo
separadamente, enquanto os outros sdo mantidos constantes, o que torna a
pesquisa demorada, consumindo tempo e n&o levando em consideragdo as
interagdes entre os diferentes fatores.

Assim, o estudo estatistico fornece uma alternativa eficiente e econémica,
permitindo o estudo das interacbes entre as variaveis do processo e a0 mesmo
tempo permite predizer os valores 6timos destas variaveis. Diversos pesquisadores
da area de fermentacéo tém aplicado estas técnicas para otimizagao das condi¢des
de cultivo, determinacao de valores 6timos dos parametros do processo e taxas de
alimentacao.

Neste projeto o estudo estatistico foi realizado para definir os melhores
valores de temperatura, concentragdo de substrato e agitacdo para a producao

maxima de queratinase e consequente degradacéo das penas.

1.1 Objetivo

O presente projeto de pesquisa teve como objetivo definir os melhores
valores de temperatura, concentracédo de substrato e agitagdo para a producéo
maxima de queratinase e conseqlente degradacdo de penas de frango por Bacillus

amyloliquefaciens.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Queratina

A queratina é uma proteina de estrutura secundaria, fibrosa, insoluvel,
composta por uma longa cadeia de polipeptidios (NAGAL e JAIN 2010). A
composicdo e configuragdo molecular de seus aminoacidos garantem sua
estabilidade estrutural e rigidez. As cadeias moleculares da queratina podem se
apresentar nas formas de a-hélice (a-queratina) ou folha-B (B-queratina),
superenoveladas em uma cadeia polipeptidica (PARRY e NORTH 1998). Esta
caracteristica resulta em estabilidade mecanica e resisténcia as enzimas
proteoliticas comuns, tais como pepsina, tripsina e papaina (ONIFADE et al., 1998).
As ligagdes cruzadas das cadeias protéicas de cisteina (dissulfeto), além das pontes
de hidrogénio e interagdes hidrofobicas, conferem uma maior estabilidade e
resisténcia a degradacgéo proteolitica (LIN et al., 1992; ANBU et al., 2005).

Devido a sua rigidez e resisténcia mecanica, as principais fungbes da
queratina sdo estruturais e protetoras, sendo a principal constituinte de unhas,
chifres, cascos, cabelo, 14 e pele de mamiferos, bico e penas de aves, além de
outras estruturas epidérmicas. Estas estruturas foram essenciais nos processos
adaptativos aos ambientes naturais, atuando como barreira mecanica, estrutural e
térmica (BUSSON et al., 1999).

A cadeia da queratina de cabelos e da epiderme estdo fortemente
empacotadas em estruturas a-hélice. No entanto, a queratina de cabelos ¢ diferente
daquela da epiderme, uma vez que esta possui na cadeia polipeptidica grande
quantidade de cisteina, conferindo-lhe maior resisténcia e estabilidade. Em penas,
as cadeias polipeptidicas possuem conformacdo B, que € mais facilmente
hidrolisada (RAMNANI e GUPTA 2004).

A estrutura primaria da molécula da B queratina consiste em uma longa
seqUéncia de polipeptidios que alternam residuos de glicina, alanina e serina,
sempre apresentando uma glicina entre um residuo e outro. Como resultado, as
glicinas situam-se na porgéo superior do plano da folha pregueada enquanto outros
residuos ficam abaixo do plano. Pares de folhas 3 pregueadas entdo se empacotam

perfeitamente, ndo havendo formagéo de pontes dissulfeto neste estagio, sendo a



estabilizacdo permitida por pontes de hidrogénio. A associacgéo linear de monémeros
forma entdo os microfilamentos e a associagdo destes, estabilizada por pontes
dissulfeto, formara as fibras de (B-queratina (GARRET e GRISHAM, 1995).

As a-queratinas sao resistentes e fazem parte de uma familia de proteinas
denominadas proteinas de filamento intermediario, caracterizadas por apresentarem
fungbes estruturais (NELSON e COX, 2002). Estéo presentes em células epiteliais,
cabelos, unhas e 14 de mamiferos (SAID e PIETRO, 2004). J4 as B-queratinas sao
ricas em aminoacidos como glicina, alanina, serina e lisina (CHITTE et al., 1999),
estdo presentes em aves, principalmente em suas penas e répteis, e sdo mais
facilmente hidrolisadas do que as a-queratinas (RAMNANI e GUPTA, 2004).

2.2 Queratinases

As enzimas proteoliticas, também conhecidas como proteases, promovem
clivagens das ligagdes peptidicas de proteinas e peptideos, sendo, portanto,
pertencentes a classe das hidrolases (NEURATH, 1989). Dessa forma, elas
realizam uma modificagcéo irreversivel ou a destruicdo de seus substratos, o que
pode ter uma importancia biologica, tanto em patologia e fisiologia humana como em
processos biotecnologicos (BARRET et al., 2001).

As queratinases constituem um grupo de proteinas cujo mecanismo de agao
catalitica ndo é completamente compreendido, porém sao importantes na hidrélise
de penas, cabelos, pélos, colageno, no tratamento de aguas residuarias,
desobstrugcdo de sistemas de esgoto durante o tratamento de aguas residuarias
(CHITTE et al., 1999), além de poderem ser aplicadas em industrias de nutrigao
animal, téxteis, de couro, na medicina e em cosmético (FARAG e HASSAN, 2004).

Como mencionado, uma vez que degradam uma série de substratos, as
enzimas queratinoliticas podem ser utilizadas em uma grande quantidade de
processos biotecnolégicos, a fim de desenvolver processos menos poluentes ao
meio ambiente, envolvendo a degradacéo da queratina proveniente de residuos das
industrias de processamento de frango e de couro (SHIH, 1993; ONIFADE et al.,
1998). Assim, ap6s a hidrélise, as penas podem ser convertidas em fertilizantes,

filmes e racbdes animais, além de poderem ser utilizadas na produgdo de



aminoacidos raros, como serina, cisteina e prolina (PAPADOPOLOUS et al., 1986;
YAMAUCHI et al., 1996).

As propriedades das queratinases dependem do micro-organismo produtor,
sendo em sua maioria descritas na literatura como serina-proteases (BOCKLE et al.,
1995; BRESSOLLIER et al, 1999; GRADISAR et al., 2000; RIESSEN e
ANTRANIKIAN, 2001), e ocasionalmente descritas como serina-protease com
cisteina-protease (SANGALI e BRANDELLI, 2000b) e metalo-protease (LEE et al.,
2002; CORTEZI et al. 2008). As temperaturas 6timas e valores de pH sado descritos
entre 40°C-80°C e 6-10, respectivamente (LIN et al., 1992; BOCKLE et al., 1995;
CHENG et al., 1995; FRIEDRICH e ANTRANIKIAN, 1996; BRESSOLIER et al.,
1999).

Muitas queratinases sao ativas extracelularmente, sendo exportadas do local
de sintese dentro da célula para agirem no meio externo. Entretanto, ha relatos na
literatura de atividade associada a célula, como no caso das proteases de
Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton rubrum (ONIFADE et al., 1998).

Apesar da falta de um completo conhecimento do mecanismo de acdo das
queratinases, evidéncias apontam para a provavel existéncia de queratindlise
mecanica, sulfitdlise e protedlise em fungos e actinomicetos. Nesses micro-
organismos, a queratindlise se inicia com o crescimento do micélio, gerando presséao
e penetracdo, o que expde outros locais a agdo das enzimas. Em seguida, ocorre
liberagcdo de sulfito devido a quebra das pontes dissulfeto e finalmente protedlise
(ONIFADE et al., 1998). Ja o mecanismo de acédo das proteases queratinoliticas
bacterianas permanece desconhecido ou pouco compreendido (KIM et al., 2001;
NAM et al., 2002).

Essas enzimas produzidas por bactérias despertam um interesse particular
devido a sua agado em substratos insoluveis que contém queratina e por geralmente
atuarem sobre uma grande variedade de substratos protéicos (BRANDELLI e
RIFFEL, 2005).

A producgédo de queratinase por micro-organismos € influenciada por uma
série de fatores, como temperatura, pH e a natureza da fonte de carbono e
nitrogénio presente no meio. Esses fatores s&o variaveis de acordo com as espécies

de micro-organismos utilizadas (SINGH et al.,, 1975). A sintese das proteases
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extracelulares & conduzida em parte pela concentracdo de nutrientes individuais
(NORTH, 1982). A indugdo pelo substrato € o maior mecanismo regulatério, e a
biossintese da queratinase ndo é completamente reprimida se houver adigao de
outra fonte de carbono e nitrogénio (IGNATOVA et al., 1999). A repressao catabdlica
e o fim da inibicdo pelo produto aparentemente sdo os dois maiores mecanismos
regulatérios que atuam sobre a sintese da queratinase extracelular (ANBU et al.,
2006).

A maioria das queratinases requer a presenca de queratina como indutor,
porém, existem queratinases que atuam sobre varios substratos, como a sintetizada
por Bacillus licheniformis, agindo sobre soroalbumina bovina, colageno, elastina e
queratina de penas, até as que hidrolisam apenas queratina (LIN et al., 1992;
CHITTE et al., 1999).

Williams et al., (1990) constataram um aumento de compostos soluveis de
sufidril durante a degradacdo das penas por Bacillus licheniformis PWD-1 e
verificaram que a bactéria possuia uma protease capaz de reduzir as ligagbes
dissulfeto da queratina. A mesma observacéo foi feita em Streptomyces pactum
cultivado em penas e em Streptomyces fradiae cultivado em 1a (YAMURA et al.,
2002).

Bockle e Muller (1995) fizeram uma distingdo entre a desintegracéo inicial do
complexo queratinoso dos 6rgaos, tais como penas de galinhas, até pequenas
subestruturas e a dissolugdo completa da queratina. Segundo o autor, a
desintegracao inicial pode ser causada por proteases agindo na matriz da queratina,
ao passo que o ataque a estrutura quase cristalina dessa proteina necessita de um
mecanismo degradativo adicional. Em seus estudos, os autores verificaram que a
reducdo das ligagdes dissulfeto é dependente da presengca de células
metabolicamente ativas. Células com baixo potencial de membrana podem exercer
um papel importante na degradacdo da queratina pela reducdo nas ligagcdes
dissulfeto na queratina ou pela producao de agentes redutores soluveis que reagem
na superficie da mesma, tornando a cadeia protéica disponivel para a clivagem por
proteases. Apesar de ndo terem observado nenhum contato permanente entre o

micélio e as particulas de queratina, o que tornaria a reducéo direta na superficie do
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substrato improvavel, os autores ndo excluem a possibilidade de a redugéo ocorrer
por um contato ligeiro entre o micélio e o substrato.

A clivagem enzimatica das ligacbes peptidicas da queratina torna-se dificil
devido a interacao restrita entre a enzima e o substrato na superficie das particulas
da queratina. A habilidade particular das proteases queratinoliticas pode ser devido
a uma especificidade por substratos compactos e um sitio ativo mais exposto.
Estudos moleculares com quitinases, celulases e xilanases, os quais também agem
em substratos compactos, tém mostrado a existéncia de dominios hidrofobicos que
podem facilitar a interagcdo com diferentes substratos de alta massa molar (BOCKLE
et al. 1995). Bockle et. al., (1995) concluiram que as pontes de cisteina, presentes
na estrutura da queratina, previnem a degradacgé&o proteolitica da maioria das areas
compactas dos tecidos queratinosos, assim, uma clivagem adicional dessas liga¢des
dissulfeto parece ser indispensavel para tornar essas proteinas disponiveis para as

enzimas hidroliticas.

2.3 Penas de frangos

As penas sao compostas por mais de 90% de proteina e séo produzidas em
grande quantidade em todo mundo como residuos da industria de processamento de
frangos. O acumulo destas resulta em poluicdo ambiental além de desperdicio de
proteinas (ONIFADE et al., 1998; GOUSTEROVA et al., 2005).

Conforme mencionado, as penas sao constituidas por 90% de queratina,
grande parte B-queratina dura (SUH e LEE 2001; ZERDANI et al., 2004; THYS et al.,
2004; LIN et al., 1999; RAMNANI e GUPTA 2004; ICHIDA et. al., 2001), 1,2% por
gordura e 1,3% por cinzas, o que serviria como fonte rica de nutrientes para micro-
organismos decompositores (ZERDANI et al., 2004).

Sabe-se que na producgédo de enzimas industriais, 30 a 40% do custo de
producdo s&o devido ao substrato de crescimento do micro-organismo produtor.
Dessa forma, o uso de penas, substrato faciimente disponivel e de baixo custo,
poderia resultar em uma redugédo substancial no custo da producdo enzimatica
(GESSESSE et al., 2003), logo, a utilizacdo das penas de aves domésticas como

substrato para a fermentagdo por micro-organismos que degradam queratina
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oferece uma possivel tecnologia microbiana para a obtencdo de enzimas
proteoliticas (BERNAL et al., 2003).

Nos meios de cultura, as penas funcionam como fonte de carbono, enxofre e
energia para o crescimento do micro-organismo. As penas, se adicionadas ao meio
de cultivo podem ser tanto inteiras (RIFFEL et al., 2003; SANGALI e BRANDELLLI,
2000; RIFFEL e BRANDELLI, 2002; THYS et al., 2004; BOCKLE et al., 1995;
RAMNANI e GUPTA, 2004) como moidas até um po6 fino (WILLIAMS et al., 1990;
KIM et al., 2001; LIN et al., 1992; CHENG et al., 1995; SUH e LEE 2001; SZABO et
al., 2000; NITISINPRASERT et al., 1999) sendo que, neste caso, o ato de moé-las
resulta na clivagem das liga¢des dissulfeto, o que torna a proteina mais susceptivel
a digestao proteolitica por proteases tais como tripsina e proteinase K (LONGSHAW
et al., 2002).

Szabo et al., (2000), entretanto, comparando a cepa de Streptomyces
graminofaciens a outras utilizadas anteriormente observaram que a queratinase
dessa bactéria parece ser mais eficiente na digestdo de penas ndo-moidas.

Como mencionado anteriormente, as penas apresentam um grande valor
nutricional, e considerando o alto custo termoenergético do processo convencional
para producao de farinha de penas, aliado a baixa digestibilidade desse produto e
consequente valor nutricional, ocasionados pelo processo de cocgédo sob presséo,
tem-se buscado alternativas para utilizacdo desse subproduto. Uma destas
alternativas € a degradacao de penas por micro-organismos queratinoliticos, visando
aumentar o valor nutricional das farinhas devido maior disponibilidade de
aminoacidos.

Em seus estudos, Nam et al., (2002) verificaram ap6s a degradacéo de
penas por bactérias anaerobias termofilicas Fervidobacterium islandicum AW-1 a
presenca de aminodacidos livres tais como histidina, cisteina e lisina, bem como
outros nutricionalmente essenciais como triptofano e metionina, estes considerados
raros na queratina de penas. Assim, os autores deduziram que estes aminoacidos
tenham sido provavelmente produzidos como metabdlitos pela bactéria.

Szabo et al., (2000) pesquisando a cepa termotolerante de Streptomyces
graminofaciens constataram uma porcentagem maior de aminoacidos como arginina

e treonina.
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Dessa forma, a protedlise da queratina por micro-organismos com atividade
queratinolitica representa um método alternativo para melhorar o valor nutricional
deste subproduto, pelo enriquecimento protéico das penas pela propria biomassa
microbiana, além de evitar a destruicdo de certos aminoacidos essenciais
(MANCZINGER et al., 2003; SAID e PIETRO, 2004; WILLIAMS et al., 1991).

No artigo publicado por Farag e Hassan, (2004), os autores sugeriram a
utilizacdo de um biorreator com queratinase imobilizada capaz de converter penas
moidas em peptideos e aminoacidos, os quais poderiam ser separados por
cromatografia de troca ibnica ou filtracdo em gel. Na literatura ha relatos de
trabalhos realizados com queratinases imobilizadas (LIN et al., 1996; WANG et al.,
2003), em que, geralmente a imobilizagdo provoca uma estabilidade da queratinase
ao calor, aumenta sua estabilidade a variagbes de pH. No entanto, Wang et al.,

(2003) constataram taxas de reacao mais baixas do que a obtida a enzima livre.

2.4 Micro-organismos queratinoliticos e produc¢ao de queratinase

O processo tradicional para producdo de farinha de penas resulta em um
produto de baixo valor nutricional devido a destruigdo de aminoacidos (SANGALI e
BRANDELLI, 2000). A protedlise da queratina por micro-organismos com atividade
queratinolitica representa um método alternativo para aproveitamento deste
subproduto produzido pelas industrias de processamento de frango, resultando em
um produto com maior valor nutricional devido ao seu processo ser menos agressivo
(MANCZINGER et al., 2003).

Diversos micro-organismos podem sintetizar a enzima queratinase, portanto,
o isolamento de micro-organismos que produzam enzimas queratinoliticas mais
resistentes, especificas e termoestaveis a fim de serem aplicadas na industria tem
sido realizado com o interesse de diminuir possiveis impactos ambientais (RIESSEN
e ANTRANIKIAN, 2001).

Embora essa proteina possa ser produzida a partir de fungos e bactérias, o
interesse por queratinases bacterianas tem sido intensa, como serina proteases
produzidas por Bacillus licheniformes PWD-1 (LIN et al., 1997), Streptomyces fraidae
(ELMAYERGI e SMITH, 1971), e recentemente uma espécie de Flavobactérias
(RIFFEL e BRANDELLI, 2002).
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Riessen e Antranikian (2001) e Nam et al.,, (2002) estudaram bactérias
anaerdbicas termofilicas que apresentaram atividade queratinolitica. Ambos os
trabalhos utilizaram bactérias isoladas de fontes de agua geotermais, sendo que a
apresentada no artigo de RIESSEN e ANTRANIKIAN (2001) foi a primeira do género
Thermoanaerobacter a ser descrita com potencialidade queratinolitica.

Em experimentos com placas de Agar contendo queratina insoluvel,
Friedrich et al., (1999) estudaram varias espécies de fungos produtores de
queratinases. Nesses experimentos foi observado que os produtores mais ativos
foram fungos dos géneros Fusarios, Acremonium e Geotrichum. Quando em cultura
submersa, Aspergillus flavus foi o melhor produtor de queratinase extracelular,
seqguido por Alternaria radicina, Trichurus spiralis e Stachubotus atra.

Kim et al., (2001) isolaram bactérias a partir de residuos de processamento
de aves domésticas, sendo que Bacillus subtilis, Bacillus pumilis e Bacillus cereus
foram os micro-organismos que degradaram penas de forma mais eficaz.

Riffel e Brandelli (2002) isolaram e caracterizaram a partir de residuos de um
abatedouro de frango uma Flavobacteria sp., sendo que a mesma apresentou alta
atividade queratinolitica apds cultivo em meio seletivo de farinha de penas. Segundo
os autores a atividade proteolitica foi maxima na faixa de temperatura de 30°C a
37°C, sendo que, o aumento do pH durante o cultivo foi indicativo do potencial
enzimatico do micro-organismo.

Lucas et al., (2003) observaram a diversidade de bactérias queratinoliticas
ativas encontradas em solos de regides temperadas. Os autores isolaram 33 micro-
organismos capazes de crescer em penas como unica fonte de nutriente, estes
foram agrupados filogeneticamente em 13 grupos, sendo quatro gram positivos, dois
pertencentes ao grupo Cytophaga flavobacterium e o restante ao grupo
Proteobactérias. Com isso, demonstrou-se que a diversidade de micro-organismos
queratinoliticos é grande, ja que nenhum dos isolados ativos havia sido associados a
queratindlise.

Letourneau et al., (1998) isolaram a partir de penas degradadas
naturalmente, um Streptomyces sp. produtor de uma elevada atividade

queratinolitica quando cultivado em meio de farinha de penas. A maxima
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degradacdo da queratina utilizando o sobrenadante obtido a partir de culturas em
bateladas do micro-organismo foi observada a 70°C e pH 10.

Bactérias dos géneros Lysobacter e Kocuria também foram estudadas
(ALLPRESS et al., 2002, BERNAL et al., 2003), além destas Sangalli e Brandelli
(2000) isolaram bactérias dos géneros Vibrio e Chryseobacterium a partir de
residuos do processamento de aves.

A cepa de Microbacterium foi isolada de uma industria de processamento de
frangos nos estudos realizados por Thys et al.,, (2004), esta apresentou alta
atividade queratinolitica quando cultivada em meio de cultura contendo penas
inteiras como substrato. A bactéria apresentou crescimento 6timo e producdo da
enzima em pH 7.0 e 30°C. Os autores observaram que a atividade da enzima
aumentou com o tempo de fermentagcdo, sendo que com 36 horas ocorreu maior
atividade (40 U/mL), quando glicose ou lactose foram adicionadas ao meio de
cultura, nao foi constatado atividade enzimatica.

Anbu et al.,, (2006) estudando a cepa de Scopulariopsis brevicaulis
observaram que a maior atividade queratinolitica foi obtida quando cultivaram o
micro-organismo em pH 7.5 e 30°C, sendo que houve um aumento da producao da
enzima quando o meio de cultura foi suplementado com glicose (1%), nitrato de
soédio (2%), penas (1,5%) e CaCl, (1mM), obtendo assim, uma atividade de 6,2
U/mL.

Cortezi et al., (2008) isolaram e estudaram uma bactéria com grande
capacidade em degradar penas de frango inteiras, a mesma foi identificada como
sendo Bacillus amyloliquefaciens. Fermentagdes realizadas em shaker mostraram
que maior atividade da enzima e consequente degradacdo das penas foi obtida
quando a cepa foi cultivada sob as condigdes de 40°C, 150 rpm, 1% de penas, 2%
de in6éculo em meio de cultura descrito por Willians et al., (1990). Analises do
hidrolisado de penas revelou a presenga dos aminoacidos cistéina, prolina, serina,
metionina, sugerindo desta forma sua utilizagdo em ragbes animais.

Casarin et al., (2008) pesquisaram a produgdo da enzima queratinase por
Chryseobacterium sp. em diferentes substratos (caseina, peptona, extrato de
levedura, gelatina, soja, peixe, penas e queijo). Uma vez que ocorreu maior

producao de queratinase nos meios de cultura contendo penas como substrato, os
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autores avaliaram a influéncia da temperatura, pH inicial e concentracdo de penas
na producdo da enzima. Os autores relataram que a temperatura apresentou um
forte efeito na produgdo da queratinase, além da interacdo entre temperatura e
concentracdo de penas e temperatura e pH inicial. Apés um planejamento fatorial
com superficie de resposta, os mesmos verificaram que a maior producéo de
queratinase ocorreu nas condigdes de 23°C, pH inicial 9.0 e 30g/L de penas.

Cheng-gang et al., (2008) isolaram uma bactéria a partir de residuos de penas
de frango identificada como Bacillus subtillis. Posteriormente identificaram mutantes
denominados KD-N2 que produziam 2,5 vezes mais atividade queratinolitica que a
cepa nao mutante. A cepa mutante foi estudada em diferentes fontes de carbono:
cabelo, seda e penas de frango, verificando que as penas constituiam o melhor
substrato para producao de queratinase e por isso as utilizaram em seus estudos.
As condic¢des ideais encontradas para produg¢ao de queratinase foram pH inicial 7,5,
in6culo de 2% (v/v), tempo do indculo de 16 horas e temperatura de cultivo 23°C.

Zhang-Jun Cao et al., (2008), utilizando uma cepa de Stenotrophomonas
maltophilia, determinaram que a temperatura em que ocorreu 0 maximo de
crescimento microbiano e atividade de degradacédo de penas foi a 40°C e pH inicial
entre 7.5-8.0. A melhor temperatura e pH para producédo da enzima queratinase foi
respectivamente 40°C e 7,8.

A Tabela abaixo (Tabela 1) apresenta alguns dos micro-organismos

produtores de queratinases e suas condi¢des de cultivo.

TABELA 1 - Micro-organismos produtores de queratinases e condi¢des de cultivo

Micro-organismo pHde Temperatura Fontede C,N Tempode Referéncia

cultivo  de cultivo eS produgao
(°C) da enzima
Streptomyces - 26°C Penas 6 dias Young e
fradiae moidas Smith, 1975
Streptomyces 8,0 55°C Glicose/pena 24h Chitte et
thermoviolaceus al., 1999
SD8
Streptomyces 7,5 30°C Penas 30h Bressolier
albidoflavus et al.,1999
Streptomyces 7,5 28°C Penas 4 dias Bockle et
pactum DSM al., 1995

40530
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TABELA 1 (Continuagao) - Micro-organismos produtores de queratinases e condi¢des de cultivo

Micro-organismo

Microbacterium
sp.
Aspergillus
fumigatus

Streptomyces sp.

Microsporum
gypseum
Scopulariopsis
brevicaulis
Bacillus subtilis
KD-N2
Chryseobacteriu
m sp.
Streptomyces
graminofaciens
Chryseobacteriu
m sp KR6
Bacillus sp. FK46

Bacillus pumillus

Bacillus
amyloliquefaciens
Bacillus
licheniformis
Bacillus
pseudofirmus e
Nesternkonia
halobia
Bacillus subtillis
S14
Aspergillus
oryzae
Flavobacterium

sp.

pHde Temperatura Fontede C,N Tempo de
produgcao
da enzima

cultivo

50a
9,0

6,5a
7.5

7,5a
8,5
6,5
7,8
7.5
9,0
7,6
6,0-
8,0
7.5
7.5
7.5

7,5

7,5

6,0

de cultivo
(°C)
25-45°C

42°C

35°C

28°C
30°C
23°C
23°C
40°C
30°C

37°C

37°C
40°C
50°C

37°C

24°C
30°C

30°C

eS

Penas

Penas
moidas

Penas
inteiras e
farinha de

penas

Pélos de
porcos

Penas

Penas
Penas
Glicose/pena
Farinha de
penas
Penas
Penas
Penas
Penas
Penas/casei

na

Pélos
bovinos
Penas

Penas

72h

48h

5 dias

15 dias
5
semanas
72h
60h
48h
24h

5 dias

24h

24 h

4 dias

48-60h

9h

5 dias

8 dias

Referéncia

Thys et al.,
2004

Santos et al.,
2004

Oliveira et al.,
2006

Kunert, 1992

Anbu et al.,
2005
Cheng-gang
et al., 2008
Casarin et al.,
2008
Szabo et al.,
2000
Brandelli e
Riffel, 2005
Suntornsk e
Suntornsk,
2003
El-Refai et
al., 2005
Cortezi et al.,
2008
Linetal.,
1992
Gessesse et
al., 2003

Macedo et
al., 1990
Farag e
Hassan, 2003
Riffel e
Brandelli, 2002
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reativagao das cepas

A cepa Bacillus amyloliquefaciens, foi cultivada em meio de cultura proposto
por Willians et al., (1990) contendo 1% de farinha de penas comercial. O cultivo foi
realizado sob as condigbes de 30°C, 150 rpm, pH inicial 7,5 durante 24 horas,
realizando-se repiques sucessivos durante 72 horas.

Posteriormente as cepas foram cultivadas sob as mesmas condi¢des, porém
com a substituicdo da farinha de penas por penas inteiras, realizando-se repiques
sucessivos durante 72 horas. Ao final deste periodo foi realizado um plagueamento
com a finalidade de verificar a pureza da cultura, além de teste de Gram. A cultura
foi estocada em glicerol (20%)1:1 a -10°C.

Na Tabela 2 esta representada a composi¢édo do meio descrito por Willians et
al., (1990).

TABELA 2 - Meio de cultura proposto por Willians et al.,(1990).

Composigao g/L
NH,CI 0,50

NaCl 0,50

MgCl, 0,10
KoHPO4 0,30
KH,POy4 0,40
Extrato de levedura 0,01
Agar 15,0

3.2 Obtencao do in6culo

Para a obtencdo do inoculo, utilizou-se 50 mL de caldo nutriente no qual
foram adicionadas duas algadas de uma cultura pura (24 horas) presente em
placa de petri contendo meio descrito por Willians et. al., (1999) e acrescida de
farinha de penas. O caldo nutriente foi incubado a 35°C, 150 rpm por 17 horas.
Nessas condi¢des, o caldo apresentou uma turbidez adequada para comparagao
com a escala de McFarland (entre 12 a 15 x 10 ®). Em seguida, 2% do caldo

nutriente foi transferido para um frasco contendo 100 mL do meio proposto por
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Willians et al., (1990) contendo penas inteiras e incubado de acordo com as

condi¢cdes estudadas e descritas no item 4.5.

3.3 Determinagao do crescimento celular

O crescimento bacteriano foi monitorado pela medida das unidades
formadoras de colonias (UFC/mL), como descrito por Silva et al., (2001).

Aliquotas de 1mL do meio foram retiradas para diluicdo em solugao salina
0,85%, onde foram realizadas diluicdes sucessivas até 10® para plaqueamento em
agar nutriente. O plaqueamento foi realizado em triplicata, sendo incubadas por 24
horas a 35°C. A contagem foi realizada entre 25 a 250 colénias. Os valores foram

expressos em UFC/mL (unidades formadoras de colénia).

3.4 Planejamento Experimental

O planejamento experimental representa um conjunto de ensaios
estabelecido com critérios estatisticos, determinando a influéncia de duas ou mais
variaveis nos resultados do processo. Os objetivos do planejamento experimental
sdo determinar as variaveis mais influentes nos resultados, atribuir valores as
variaveis influentes otimizando os resultados e minimizar a influéncia de variaveis
incontrolaveis. Dessa forma, pode-se reduzir o numero de ensaios, estudar
simultaneamente diversas variaveis, determinar a confiabilidade dos resultados,
realizar a pesquisa em etapas e representar o processo por meio de expressdes
matematicas.

Um experimento fatorial com k variaveis, cada um deles com 2 niveis, é
denominado de experimento fatorial 2k. O processo experimental dessa técnica
consiste em realizar testes com cada uma das combinag¢des da matriz experimental,
para em seguida, determinar e interpretar os efeitos principais e de interacédo dos
fatores investigados e assim, poder identificar as melhores condi¢des experimentais
do processo de fabricagdo. Assim, as principais vantagens da técnica fatorial 2k € a
possibilidade de indicar as principais tendéncias e determinar uma diregcéo
promissora para as préximas experimentacdes, além de ser possivel quantificar o
erro experimental (MONTGOMERY 2001).
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No presente trabalho, para otimizar a produc¢ao de queratinase por Bacillus
amyloliquefaciens, utilizou-se um planejamento composto central rotacional (PCCR).
As variaveis independentes testadas foram a temperatura, concentragdo de
substrato e agitacdo. A producdao média da enzima (resposta) foi a variavel
dependente. A andlise estatistica dos dados foi feita utilizando o programa
STATISTICA 7.0 (StatSoft, Tulsa, OK), a partir da analise de regressdo multipla, pelo
método dos minimos quadrados, para cada uma das respostas, tendo como
parametros, os termos isolados, de interacdo e quadraticos das trés variaveis
estudadas.

Portanto, foi realizado um PCCR composto por um planejamento fatorial a
dois niveis, com trés variaveis acrescido de trés réplicas no ponto central e 6
experimentos nos pontos axiais (o), totalizando 17 experimentos, conforme

apresentado na Figura 1.

-1 -1 -1 D

-1 -1 +1

-1 +1 -1

-1 +1 +1 > Planejamento
1 -1 -1 Fatorial 2¢
+1 -1 +1

+1 +1 -1

+1 +O1 +01 p,

-

+0 0 0 A

0 o 0 Pontos Axiais
0 +q 0 > 2 K

0 0 -0 |

O 0 +o

0 0 0 <

0 0 0

} Pontos Centrais

FIGURA 1: Esquema do planejamento composto central rotacional.

Os niveis das variaveis estudadas foram colocados na forma codificada
(adimensionalizada) na matriz de planejamento (Tabela 3), utilizando a equacgéo

geral de codificagdo (Equacao 1).
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TABELA 3 - Matriz de planejamento experimental (PCCR) com trés variaveis

Experimentos Variaveis
X4 X, Xs3
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 1
3 -1 1 -1
4 -1 1 1
5 1 -1 -1
6 1 -1 1
7 1 1 -1
8 1 1 1
9 - 0 0
10 o 0 0
11 0 -aL 0
12 0 o 0
13 0 0 -aL
14 0 0 o
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

X1 — Temperatura (°C); X, — Agitacao (rpm); X3 — Concentragéo de substrato (%
penas)

Equacéo geral: X, = [(X = Xo)J/(X+1 — X.1)/2 (1)

Onde X, é o valor codificado da variavel independente, X € o valor real da
variavel independente a ser calculada, Xy é o valor real da variavel independente no
ponto central e X:1 € o valor real da variavel no nivel superior, X1 € o valor da
variavel no nivel inferior.

A Tabela 4 apresenta as concentra¢cdes empregadas em cada um dos 17

experimentos do PCCR.
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TABELA 4 - Valores das variaveis das fermentagdes (ponto central, niveis -1 e +1 e pontos axiais)

usados no planejamento composto central rotacional (PCCR)

Variaveis Niveis
-a -1 0 +1 +a
X1 26,6 30 35 40 43,4
Xo 66 100 150 200 234
X3 0,32 1 2 3 3,68

X1=temperatura (°C); Xo= agitacao (rpm); Xs= concentragéo de substrato (% de

penas).

Determinada a matriz dos planejamentos e as condigbes de cada
experimento, partiu-se para a etapa de realizacdo dos experimentos, buscando a
maxima fidelidade nas condigbes impostas pela matriz do planejamento. Apés a
coleta das amostras, foram realizados os ensaios de atividade enzimatica em
triplicata para maior confiabilidade dos resultados.

Os valores utilizados para otimizagédo foram os melhores valores obtidos
para atividade queratinolitica e atividade proteolitica, ambos obtidos ap6s 48 horas
do inicio da fermentacdo e para concentragdo de proteinas, os valores obtidos em
72 horas de fermentacao.

A atividade queratinolitica e a atividade proteolitica, sdo as variaveis
dependentes ou respostas (Y). A Equacgado (2) apresenta de forma completa a
equacdo empirica de 2% ordem proposta, que representaria cada uma das respostas

estudadas.

Y = Bo+ 3B + Bt + IBi*X
(2)

Foi realizado para cada resposta uma analise de regressao multipla, pelo
método dos minimos quadrados. A partir da Equagdo 2 utilizada para o
planejamento foi executada a estatistica da estimativa dos parametros por meio dos
valores de t de Student, onde as variaveis com nivel de significancia superior a 5%
foram eliminados, definindo para cada uma das respostas estudadas uma equacao

que representa os efeitos das variaveis do processo. Os valores ndo eliminados
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foram utilizados no calculo da significancia dos parametros, definido como a relagcéo
entre o valor do parametro estimado e o seu desvio padréo.

O valor de F de Fisher e o coeficiente de correlacdo quadratico (R?) também
foram utilizados para determinar a significancia do modelo. O F de Fisher é
determinado pela razdo entre o quadrado médio da equacdo ajustada (QME) e o
quadrado médio do residuo (QMR), mostrado na Equacdo 3. Este valor é usado
para a realizacao de um teste de hip6tese para a verificagcdo da adequacao aos
dados experimentais. Quanto maior o valor de F, melhor sera o ajuste do modelo em

questao.

F = QVME/QMR (3)

O quadrado médio da equagédo (QME) e o quadrado médio do residuo

(QMR) séo dados pelas Equacbes 4 e 5, respectivamente:

QME = Soma dos quadrados dos valores preditos/ Numero de graus de

liberdade da equacao

(4)

QMR = Soma dos quadrados do residuo/ Numero de graus de liberdade do

residuo (9)

3.5 Estudo da otimizagao das condi¢cées de cultivo para a produgao de
queratinase

A Tabela 5 apresenta as concentracdes empregadas em cada um dos 17
experimentos do PCCR. Todos os experimentos foram realizados em frascos
erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL de meio de cultura proposto por Willians et
al., (1990) acrescida de penas inteiras, o pH inicial para todas as fermentacdes foi
7,5.
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TABELA 5 - Matriz do planejamento experimental e valores reais utilizados nos experimentos

Variaveis Codificadas Valores reais
Experimentos Y, Y, Ys Y. (Temperatura- Y;(Agitagdo- Y3(% de
°C) rpm) penas)
1 -1 -1 -1 30 100 1
2 -1 -1 1 30 100 3
3 -1 1 -1 30 200 1
4 -1 1 1 30 200 3
5 1 -1 -1 40 100 1
6 1 -1 1 40 100 3
7 1 1 -1 40 200 1
8 1 1 1 40 200 3
9 -a 0 0 26,6 150 2
10 o 0 0 43,4 150 2
11 0 -a 0 35 66 2
12 0 o 0 35 234 2
13 0 0 -a 35 150 0,32
14 0 0 o 35 150 3,68
15 0 0 0 35 150 2
16 0 0 0 35 150 2
17 0 0 0 35 150 2

3.6 Determinacgodes Analiticas
3.6.1 Avaliagao da porcentagem de degradagao das penas

Para determinacéo da porcentagem de degradacao de penas, foi utilizada a
metodologia descrita por Suntornsuk e Suntornsuk (2003). Ao final da fermentacgéo o
caldo foi filtrado em papel de filtro, seco em estufa a 105°C “overnight” (16 horas) e
pesado. A porcentagem de degradacgao das penas foi calculada através da diferencga
no peso seco residual entre um controle (meio com penas sem indculo) e a amostra

tratada.

3.6.2 Determinagao da atividade queratinolitica

Para a determinacdo da atividade queratinolitica foi adotada metodologia
modificada descrita por Bressollier et al., (1999). A mistura de reagdo continha 800pl
da solug¢ao enzimatica, 3,2 ml de tampao Tris HClI 50mM pH 8,5 acrescida de 0,013g
de azoqueratina comercial (Sigma). A mistura foi incubada durante 1 hora, em
agitagdo de 100rpm e 50°C. Ao final do periodo de incubagédo foi adicionado 800ul

de solugdo de TCA (acido tricloroacético) 10%. A solugao foi filtrada em peneira
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TYLER 200 (0,074mm) e posteriormente determinava-se a absorbancia do
sobrenadante a 595nm, como branco foi utilizado 1,2 ml de TCA 10%, 2 mL de
solugdo enzimatica, 4,8ml de tampéao Tris-HCI pH 8,5, acrescida de 0,013g de
azoqueratina.

Determinou-se que uma unidade de atividade queratinolitica corresponde a
quantidade da enzima que causa um aumento na absorbéncia de 0,01 nas

condigbes citadas

3.6.3 Determinagao da atividade proteolitica

Para a determinagdo da atividade proteolitica foi adotado a metodologia
modificada de Mc Donald e Chen (1965), em que 1 ml da enzima era adicionada a 4
ml de uma solug&o contendo caseina 1% em tampao Mclvaine pH 8,0. Esta solugéo
era incubada durante 20 minutos a 50°C sob agitagao de 100rpm. Apds a incubacao,
era retirado 1 ml desta amostra e 1 ml de TCA 10%. A amostra ficava em repouso
por 12 horas a 4°C. Apés este periodo, a amostra era centrifugada e o sobrenadante
era adicionado a 5 ml de uma solugéo que continha 100 ml de Na;CO3; 2%, 10 ml de
NaOH 10%, 1 ml de tartarato de sodio e potassio (KNaCsH4O6) 2,7% e 1 ml de
CuSO4 1%. Ap6s 10 minutos era adicionado 0,5ml de Folin Ciocauteau (1:1), a
leitura foi realizada a 700nm.

A unidade de atividade proteolitica era determinada como a quantidade de
protease que libera o equivalente de cor a 1ug de tirosina/minuto. Para realizag&o do
branco seguiu-se o0 mesmo procedimento, sendo que a enzima era inativada por

fervura durante 5 minutos.

3.6.4 Determinacgao da concentragao de proteinas

Para determinacéo da concentragdo de proteina foi utilizada a metodologia
de Lowry e Cols (1951). Para realizagdo desta analise, 1 ml da enzima era
adicionada a 5 ml de uma solugéo contendo 50 ml de Na,CO3; 2% em NaOH 0,1N,
9,5ml de CuSO4 1% em agua e 0,5ml de tartarato de sodio e potassio 1%. Esta

solugdo ficava em repouso por 15 minutos em temperatura ambiente. Apds esse
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periodo era adicionado 0,5ml de Folin Cicauteau (1:1) a amostra. Ap6s 30 minutos

foi realizada leitura @ 660nm. A concentracao da proteina foi expressa em mg/mL.

3.6.5 Determinacao de aminoacidos presentes no caldo fermentado

A presenga de aminoacidos no caldo de cultura foi realizada por
cromatografia em camada delgada. Para isso, foram utilizadas placas de silica-gel e
como fase movel a mistura n — butanol / acido acético / agua (4:5:1). O agente
revelador utilizado foi a ninidrina 0,2% (p/v) em acetona com adicao de 5 gotas de
piridina. As amostras consistiram de caldo de fermentagéo centrifugados, além dos
padrées de aminoacidos serina, prolina, tirosina, metionina, cisteina e leucina. A

amostra utilizada foi obtida a partir de uma cultura de 72 horas, pH 7,5.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos foram desenvolvidos de acordo com a matriz obtida,
seguindo as condicbes determinadas a fim de obter os valores de atividade
proteolitica, atividade queratinolitica, concentracdo de proteinas, porcentagem de
degradacgao de penas e crescimento microbiano.

Na Figura 2 pode-se observar a concentragcéo de proteinas (mg/ml) obtida
em cada uma das 17 fermentagdes realizadas. Essas concentragdes séao
apresentadas em fungéo do tempo de cultivo. Os resultados obtidos mostram que a
concentragéo de proteina (mg/ml) no caldo fermentado aumentou com o decorrer do

tempo de fermentagéo em 15 das 17 fermentagdes realizadas.
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FIGURA 2: Média da concentragéo de proteinas (mg/ml) em fungéo do tempo de cultivo.

O aumento da concentragcdo de proteinas concomitante ao tempo de
fermentacdo é uma consequéncia do aumento da concentragdo de proteinas

soliveis no meio decultivo devido a degradacéo das penas (SZABO et al., 2000), ou
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seja, uma maior degradagdo do substrato leva a uma maior concentracdo de
proteinas soluveis no meio de cultivo, conforme apresentado na Figura 2.

Na Figura 2 também pode-se observar que apos 72 horas de fermentacéo a
condigdo de cultivo que proporcionou a maior concentracdo de proteinas no caldo
fermentado foi quando o micro-organismo foi cultivado a 35°C, 150 rpm e 3,68% de
penas, enquanto a fermentagcédo na qual o micro-organismo foi cultivado a 35°C, 150
rpm e com a menor concentragdo de penas no meio de cultivo (0,32%) foi a que
apresentou menor concentragcéo de proteinas soluveis.

A Figura 3 apresenta a concentragdo de proteinas (mg/ml) no caldo
fermentado ap6s 72 horas de cultivo. Comparando-se as fermentagbes em que
foram utilizadas as mesmas condi¢gdes de temperatura e agitagdo e que diferiram
apenas na concentracao de substrato (30°C, 100rpm e 30°C, 200rpm; 40°C,100 rpm
e 40°C, 200 rpm), verificou-se que aquelas em que foi utilizado 3% de penas
apresentaram maiores concentracdes sdo de proteina (mg/ml), demonstrando que
maior concentracdo de substrato proporcionou aumento na concentragéo final de

proteinas do caldo fermentado.

Concentragdo de Prateina {mg/ml)
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FIGURA 3: Concentracao de proteina (mg/ml) obtida ao final de 72 horas de fermentacao, em fungéo

das condic¢des de cultivo.
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A Figura 4 apresenta a porcentagem de degradagdo de penas em funcao
das condi¢cbes de cultivo realizadas. Pode-se observar que as condigdes que
resultaram em maior degradagédo foi quando utilizou-se 30°C, 200 rpm e 3% de
penas, obtendo-se 78,97% de degradagdo, seguida pelo cultivo realizado sob as
condicbes de 35°C, 150rpm, 3,68% de penas, que resultou em 78,22% de
degradacgado. Menor degradacgéo foi observada quando a fermentagéo foi realizada a
35°C, 66rpm e 2% de penas (23,70% de degradacgéo), seguida pela fermentagéo
realizada sob as condigbes de 35°C, 150rpm e 0,32% de penas (34,40% de
degradacéo).

a0

W 302C, 100rpm, 1% de penas

20 m30°C, 100rpm, 3% penas

m 30°C, 200rpm, 1% de penas
70 m 30°C, 200rpm, 3% de penas
&0 m40°C, 100rpm, 1% de penas
W 40°C, 100rpm, 3% de penas

W 40°C, 200rpm, 1% de penas

40

30

Degradacao final de penas (%)

20

10

Fermentacées

m40°C, 200rpm, 3% de penas

m26,6°C, 150rpm, 2% de penas

m43.4°C, 150rpm, 2% de penas

W 35°C, 66rpm, 2% de penas

W 357C, 234rpm, 3% de penas
35°C, 150rpm, 0,32% de penas
35°C, 150rpm, 3,68% de penas
35°C, 150rpm, 2% de penas
35°C, 150rpm, 2% de penas

FIGURA 4: Porcentagem de degradagéo de penas obtida ao final de 72 horas de fermentagéo.

Como esperado, a fermentacgéao realizada sob as condigdes de 35°C, 66 rpm e

2% de penas foi a que apresentou menor atividade queratinolitica (106,25 U/ml).

Ressalta-se que as fermentagbes que resultaram em maior porcentagem de

degradacao de penas também apresentaram maior atividade queratinolitica.

A degradacédo de penas por bactérias do género Bacillus tem sido verificada

em uma série de trabalhos. Suntorsuk e Suntorsuk (2003), utilizando Bacillus sp. FK
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46 mostraram que a quantidade de proteina bruta da pena é de 89,2%, sendo que
apo6s degradas pelo micro-organismo, a quantidade de proteina bruta foi de 67,4%.
A explicagdo do autor € que a enzima produzida pelo micro-organismo hidrolisa a
proteina, que € utilizada como nutriente para a bactéria. Além disso os autores
verificaram que a estrutura da pena foi alterada pela atividade da bactéria, o que
poderia acarretar em liberagdo de residuos da pena degradada, os quais sao
proteinas que poderiam ser digeridas mais facilmente e que, por isso, poderiam ser
utilizadas para ragao animal.

Dessa forma, € importante verificar que uma maior degradacéo de penas
pode ser resultado de uma maior atividade queratinolitica dependente das condi¢des
de fermentacgéo utilizadas.

Na Figura 5, pode-se observar que a fermentagdo que proporcionou maior
crescimento microbiano foi a realizada a 30°C, 200 rpm e 3% de penas ( 7,29
UFC/mL), seguida pelo cultivo realizado a 35°C, 150rpm, 3,68% de penas ( 7,28
UFC/ mL). Ja as condigbes que resultaram em baixo crescimento microbiano foram
35°C, 66 rpm, 2% de penas (6,53 UFC/mL), seguida pela fermentacao realizada a
35°C, 150 rpm 0,32% de penas (6,57 UFC/mL). Esses resultados sugerem que o
aumento do crescimento microbiano provavelmente proporcione uma maior
producao da enzima queratinase, que aumentara a degradacéo das penas, uma vez
que estas sao responsaveis pela hidrélise de queratinas.

Wang e Shih (1999) estudando Bacillus subtilis verificaram a producao de
queratinase e crescimento microbiano em fungcédo da concentracéo de penas (0,5 e
1,5%) adicionadas ao meio de cultivo, assim, os autores verificaram que o aumento
da concentragéo de substrato resultou em aumento do crescimento microbiano, o
que foi acompanhado por um aumento na produgdo da enzima queratinase. Dessa
forma, um aumento na concentragcdo de substrato proporcionaria uma maior
disponibilidade de fonte proteica para o crescimento microbiano.

Cortezi et al., (2009) estudando uma cepa de Bacillus amyloliquefaciens,
isolada de uma industria de processamento de frangos, verificaram que esta
apresentou alta eficiéncia para ser utilizada em processos biotecnoldgicos. A
producdo da enzima e o crescimento microbiano foram influenciadas pelas

condi¢gdes de cultivo, sendo que maior atividade queratinolitica foi obtida quando o
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micro-organismo foi cultivado a 40°C, 150 rpm, 1% de penas e pH inicial 7,5. Os
resultados mostraram que a liberacdo de aminoacidos no caldo de -cultura,
evidenciado por cromatografia em camada delgada, permite seu uso em racgao
animal.

Segundo alguns autores, as fermenta¢des que produziram maior atividade
queratinolitica foram também as que apresentaram maior crescimento bacteriano,
(CHENG et al., 1995; MACFARLANE e MACFARLANE, 1992), indicando assim que
as proteases tem importadncia do ponto de vista nutricional para as linhagens
descritas e de Bacillus amyloliquefaciens, viabilizando seu crescimento através da

hidrolise proteica.
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FIGURA 5: Crescimento bacteriano ao final de 72 horas de fermentagdo em fung&o das condi¢des

de cultivo.

Ao final da realizagdo de todas as 17 fermentacbes, foi realizada a
otimizagéo da atividade proteolitica tendo como objetivo determinar os melhores
valores de temperatura (°C), agitacdo (rpm) e concentragcdo de substrato
(porcentagem de penas) para a obtencado da maior atividade proteolitica (ug/ml/min).

As amostras foram coletadas com 24, 48 e 72 horas de fermentagédo, sendo que os
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melhores resultados obtidos (48 horas) foram inseridos na matriz do planejamento
experimental (Tabela 6) e assim determinou-se os valores preditos e observados,

como pode-se observar no grafico a seguir (Figura 6).

TABELA 6 - Matriz de planejamento experimental (PCCR) com trés variaveis e a variavel dependente

(atividade proteolitica)

Experimentos Variaveis
Atividade
X1 Xz Xs proteolitica
1 -1 -1 -1 328,366
2 -1 -1 1 362,507
3 -1 1 -1 711,177
4 -1 1 1 690,647
5 1 -1 -1 256,897
6 1 -1 1 671,131
7 1 1 -1 157,037
8 1 1 1 179,543
9 -a 0 0 390,410
10 o 0 0 351,788
11 0 -oL 0 355,944
12 0 o 0 362,837
13 0 0 - 369,224
14 0 0 o 708,896
15 0 0 0 678,482
16 0 0 0 692,928
17 0 0 0 647,308
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FIGURA 6: Valores preditos em fungéo dos observados relativos a atividade proteolitica

Os valores observados (experimentais) apresentados na Figura 6 estdo

distribuidos préximos aos valores preditos, 0 que aumenta a significancia do modelo

proposto. A seguir, foram determinados os valores de p (nivel de significancia),

observados na Tabela 7, e a equacéao geral (6):

TABELA 7 - Coeficientes estimados pela regressao linear multipla (Significancia dos coeficientes

de regressé&o) para atividade proteolitica

N=17
Intercepto
X1
X2
X3
X1Xz
X1X3
X2X3
X1X4
X2X;
X3X3

B
672,158
-65,392

9,693
74,806
-162,800
52,891
-55,800
-104,125
-108,256
-44,742

Std.Err. of B
49,161
23,086
23,086
23,086
30,164
30,164
30,164
25,410
25,410
25,410

T(7)
13,672
-2,832
0,415
3,240
5,397
1,753
-1,849
-4,097
-4,260
1,760

Nivel de significancia (p)
0,000
0,025
0,025
0,014
0,001
0,122
0,106
0,004
0,003
0,121
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Y =672,158 — 65,392X1 + 9,5693X; + 74,806X3 — 162,8X1X, + 52,891X1X3 — 55,8X2X3
—104,125X1X1 — 108,256 XoX5 — 44,742X3X3 (6)

Em que Y, representando a atividade proteolitica (ug/ml/min), é a resposta e
X1, X2, X3 sé@o os valores codificados de temperatura (°C), agitacdo (rpm) e
concentragéo de substrato (% de penas), respectivamente.

A Tabela 7 apresenta os coeficientes estimados pela regressao linear
multipla ap6s a eliminagédo dos parametros com nivel de significAncia do teste t
Student superiores a 5%, sendo as variaveis relacionadas a estes consideradas nao
relevantes e, assim, tendo sido despresados o valor isolado de agitacéo (X3), os
termos quadraticos de concentracdo de substrato (X3) e a interagdo de
temperatura/concentragéo de substrato (X1X3) e agitagdo/concentracao de substrato
(X2X3) e, ap6s a retirada dos parametros nédo significativos, foi determinada a

equacao ajustada (7):

TABELA 8 - Coeficientes estimados pela regressao linear multipla (Significancia dos coeficientes
de regresséo) para atividade proteolitica ap6s eliminagdo dos parametros n&o significativos
(p<0,05)
N=17 B Std.Err.B T(11) Nivel de
Significancia

(p)

Intercepto 614,978 45,572 13,494 0,000
X4 -65,392 28,505 -2,294 0,042

X3 74,806 28,505 2,624 0,023
X1X2 -162,800 37,244 -4,371 0,001
X1X4 -90,908 29,974 -3,032 0,011
X2X2 -95,039 29,974 -3,170 0,008

Y=614,978 — 65,392 X; + 74,806 X3— 162,800 X;1X2— 90,908 X1X1— 95,0309

XXz (7)

Analisando a Equacéo 8, verifica-se que os fatores que mais influenciaram a

atividade proteolitica foram as interacdo XX, (temperatura e agitagcéo), as variavel



35

quadratica XX, (agitacdo) e X1X4 (temperatura). Na Equacéo 7, também pode-se
observar que se aumentarmos o valor da variavel X; (temperatura) o valor da
atividade proteolitica diminui, enquanto se aumentarmos o valor de X3 (concentragcéo
de substrato) o valor da atividade proteolitica aumenta.

O coeficiente de correlacdo calculado (R?) foi de 0,8101 para atividade
proteolitica, indicando que esse modelo estatistico pode explicar 81,01% da
variabilidade da resposta. O valor do coeficiente de determinagéo ajustado (Adj R?)
foi de 0,724, também considerado alto, o que valida a significancia do modelo. Neste
trabalho, o valor do R? ajustado foi de 0,7238, menor do que o R?, que foi de 0,8101
(TATIENI et al., 2007).

Além disso, o Teste de F de Fisher mostrou um valor de F calculado F¢
(5,11) = 9,3875, quase 3 vezes superior ao F tabelado Fr (5,11) = 3,20 o que
demostra significancia do modelo de regressdao (MYERS e MONTGOMERY, 2002).
Esta comparagao pode ser interpretada através de um teste de hipotese. A hipdtese
de nulidade (Hp) diz que o modelo né&o ¢é significativo, ou seja, todos os parametros
sdo iguais a zero, enquanto a hipétese alternativa H4 diz afirma que o modelo é
significativo. O resultado do teste F mostrou que se pode rejeitar Hy no nivel de
significancia de 5%, ou seja, desde que apresente uma confianga de 95% que o
modelo é significativo. Esta analise foi extrapolada para as demais respostas obtidas
nesse planejamento experimental.

A significancia de cada coeficiente foi determinado pelo teste t-student e
valor de p, que estéo listados na Tabela 7. Quanto menor o valor de p e maior a
magnitude do valor de t, mais significante € o coeficiente correspondente (MYERS e
MONTGOMERY 2002).

Dessa forma, para a obtencdo dos graficos de superficie de resposta e
graficos de superficie de contorno, foi utilizada a Equacao ajustada (7).

As Figuras 7 (superficie de resposta) e 8 (superficie de contorno)
apresentam a variagdo da atividade proteolitica em fungdo da temperatura e

agitacéo.



FIGURA 7: Gréfico de superficie de resposta para atividade proteolitica observada em funcéo da

temperatura e agitagéo.
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FIGURA 8: Curva de superficie de contorno para atividade proteolitica observada em funcéo da

temperatura e agitagcao.
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De acordo com as Figuras 7 e 8 pode-se observar que maior atividade
proteolitica (600 pg/ml/min) foi obtida quando a fermentacdo foi realizada sob
temperaturas entre 34°C e 38°C e, para essas temperaturas, agitacdes entre 120 e
220 rpm. E demonstrado que, tanto uma reducéo na temperatura (abaixo de 34°C)
com baixas agitacdes (de 66 rpm a 100 rpm) quanto um aumento na temperatura (a
partir de 42°C) com um aumento na agitacdo (de 180 a 234 rpm) reduziram a

atividade proteolitica para 100 pg/ml/min.

As Figuras 9 e 10 apresentam a variagcdo da atividade proteolitica em funcéo
da temperatura e concentracdo de substrato.
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FIGURA 9: Grafico de superficie de resposta para atividade proteolitica observada em funcao da

temperatura e concentragédo de substrato.
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FIGURA 10: Curva de superficie de contorno para atividade proteolitica observada em fungdo da

temperatura e concentragdo de substrato

De acordo com as Figuras 9 e 10, as temperaturas de cultivo que resultaram
em maior atividade proteolitica foram 32°C a 38°C e concentragédo de substrato de 3
a 3,68%, atingindo assim, uma atividade de 700 pg/ml/min. Menor atividade
proteolitica foi obtida quando utilizada temperatura superior a 42°C, sendo esta
variavel a que mais interferiu na atividade proteolitica. No entanto, observa-se que
em temperaturas elevadas e com uma concentragdo de substrato entre 0,32% a 1%
os valores de atividade situaram-se entre 200 pyg/ml/min, enquanto sob a mesma
temperatura, com concentracdo de substrato superior (3,0% a 3,5%) os valores de
atividade ficaram entre 300 e 400 pg/ml/min. Houve também uma tendéncia de
reducdo da atividade proteolitica quando a fermentacdo foi realizada em
temperaturas abaixo de 30°C e concentragdes de substrato inferiores a 1,5%,
chegando a 200 ug/ml/min quando utilizada temperatura de aproximadamente 27°C
e uma concentracao de 0,5% de penas.

Ao contrario do observado para atividade queratinolitica, em que varios

trabalhos mostram que a maior atividade é obtida quando a fermentacao é realizada
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sob baixas temperaturas (entre 23°C e 28°C) ou sob altas temperaturas (acima de
42°C), variando principalmente com a concentracdo de substrato e tipo de micro-
organismo estudado, neste trabalho, os valores maximos de atividade proteolitica
geralmente ocorreram proximos a temperatura ambiente, entre 30°C e 37°C.

Os trabalhos realizados por Atalo e Gashe (1993), Willians et al., (1990) e
Riffel et al., (2002), mostraram que a atividade proteolitica de bactérias geralmente é
maxima entre 30°C a 37°C, proximo a temperatura ambiente, enquanto a atividade
de degradacédo das penas (atividade queratinolitica) ocorre em temperaturas mais
elevadas.

O mesmo também foi descrito no trabalho de Riffel e Brandelli (2002),
estudando uma Flavobacteria sp. isolada de um abatedouro de frangos, os autores
verificaram que a maxima atividade proteolitica ocorreu na faixa de temperatura
entre 30°C a 37°C.

Esses resultados sugerem que a atividade proteolitica difere da atividade
queratinolitica para diferentes micro-organismos, e que maior atividade proteolitica
geralmente apresenta valores 6timos em temperaturas intermediarias, enquanto
temperaturas intermediarias provocam reducéo na atividade queratinolitica.

As Figuras 11 e 12 apresentam os valores de atividade proteolitica obtidos

em funcao da agitacao e concentragao de substrato utilizados.
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FIGURA 11: Gréfico de superficie de resposta para atividade proteolitica observada em funcéo da
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FIGURA 12: Curva de superficie de contorno para atividade proteolitica observada em funcgdo da

35 ¢

3,0

25 ¢t

2,0t

1,5

10F

0,5

agitagéo e concentracao de substrato.

80 100

120 140 160

Agitagdo (rpm)

180 200

agitagdo e concentracao de substrato.

— 700
— 600
500
400
— 300



41

De acordo com as Figuras 11 e 12 os melhores valores de atividade
proteolitica foram obtidos quando o cultivo foi realizado com uma agitacéo de 140 a
180 rpm e concentragéo de substrato variando entre 3 e 3,5% de penas, obtendo-se
assim 700 pg/ml/min. Quando utilizada baixas agitacbes (inferiores de 140rpm) e
baixa concentragcdo de penas (inferiores a 2,5 % de penas) houve baixa atividade
proteolitica (menores que 400 pg/ml/min). Valores baixos de atividade também foram
obtidos quando agitacdes superiores a 200 rpm e concentracdo de substrato
inferiores a 2,5% de penas foram utilizados, obtendo atividade proteolitica inferior a
400 pg/ml/min. Quando utilizada uma concentracdo de substrato maior que 3% com
agitacdes superiores a 200rpm os valores de atividade proteolitica apresentaram-se
maiores, entre 500 e 600 pg/ml/min.

Para os resultados de atividade queratinolitica foi adotado o mesmo
procedimento experimental de otimizag&o da determinag&o da atividade proteolitica.
Nesse contexto, a atividade queratinolitica é a variavel dependente. Os valores
utilizados foram os que se apresentaram maiores, ou seja, apo6s 48 horas de
fermentacdo. Os resultados obtidos foram adicionados na matriz, de acordo com o
apresentado na Tabela 9 e assim determinou-se os valores preditos e observados,

como pode-se observar na Figura 13.

TABELA 9 - Matriz de planejamento experimental (PCCR) com trés variaveis e a variavel dependente

(atividade queratinolitica)

Experimentos Variaveis
Atividade
X4 Xz Xs queratinolitica

1 -1 -1 -1 277

2 -1 -1 1 154,5

3 -1 1 -1 258

4 -1 1 1 249,75
5 1 -1 -1 150

6 1 -1 1 138,5

7 1 1 -1 130,25
8 1 1 1 209,25

9 -aL 0 0 365,25
10 o 0 0 183
11 0 -0l 0 128,25




42

TABELA 9 (Continuagado) - Matriz de planejamento experimental (PCCR) com trés variaveis e a

variavel dependente (atividade queratinolitica)

Experimentos Variaveis
Atividade
X4 Xz Xs queratinolitica

12 0 o 0 290,25
13 0 0 - 123
14 0 0 o 144,75
16 0 0 0 147,75
17 0 0 0 144,89

380 .
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o 280 ° o
§ 260 o
g 240 °
g 220
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FIGURA 13: Valores preditos em fung¢éo dos observados relativos a atividade queratinolitica.

Os valores observados (experimentais) apresentados na Figura 6 estao
distribuidos préximos aos valores preditos, o que aumenta a significancia do modelo
proposto.

A seguir, foram determinados os valores de p (Tabela 10) e a Equacéo geral

(8):
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TABELA 10 - Coeficientes estimados pela regressao linear multipla (Significancia dos

coeficientes de regressdo) para atividade queratinolitica

N=17 B Std.Err.B T(7) Nivel de
significancia (p)

Intercepto 147,163 16,235 9,064 0,000
X4 -45,234 7,624 -5,932 0,000
X 29,267 7,624 3,838 0,006
X3 -1,952 7,624 -0,256 0,805
X1X2 -3,156 9,961 0,316 0,760
X1X3 24,781 9,961 2,487 0,041
XX 25,593 9,961 2,569 0,037
X1X4 42,208 8,391 5,029 0,001
X2X2 19,271 8,391 2,296 0,055
X3X;3 -1,377 8,391 -0,879 0,408

Y = 147,1635 — 45,2342 X1 + 29,2342 X, — 1,9529 X3 — 3,1563 X1Xz + 24,7813 X1X3
+ 25,6937 XoX3 + 42,2081 X1X1 + 19,2714 XoXo — 7,3777 X3X3 (8)

Onde Y, representando a atividade queratinolitica (U/ml), é a resposta e X4,
X2, X3 sao os valores codificados de temperatura (°C), agitacdo (rpm) e
concentragdo de substrato (% de penas).

A Tabela 11 apresenta os coeficientes estimados pela regresséo linear
multipla apds a eliminacdo dos parametros com nivel de significancia do teste t
Student superiores a 5%, sendo as variaveis relacionadas a estes consideradas nao
relevantes e, assim, tendo sido despresados o valor isolado de concentragcéo de
substrato (X3), os termos quadraticos de concentracdo de substrato (X3) e a
interacdo de temperatura/agitacdo (X1Xz) e, apds a retirada dos parametros nao

significativos, foi determinada a equacgéao ajustada (9):
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TABELA 11 - Coeficientes estimados pela regressao linear multipla para atividade queratinolitica

apos eliminagdo dos paradmetros néo significativos (p<0,05).

N=17 B Std.Err.B T(10) Nivel de
significancia (p)

Intercepto 137,735 10,860 12,682 0,000
X4 -45,234 6,793 -6,658 0,000
X2 29,267 6,793 4,308 0,001
X1X;3 24,781 8,875 2,791 0,019
X2Xs3 25,593 8,875 2,883 0,016
X1X4 44,387 7,143 6,213 0,000
XoX2 21,450 7,143 3,002 0,013

Y =137,7350 — 45,2342 X, + 29,2674 X, + 24,7813 X4X3 + 25,5937 X,X3 + 44,3876
X1 X1+ 21,4508 XoXo (9)

Analisando a Equacéo ajustada (9), verifica-se que as variaveis que mais
influenciaram na atividade queratinolitica foi a isolada e a quadratica X,
(temperatura) . Na Equacao (9) também pode-se observar que se aumentarmos o
valor da variavel X; (temperatura), diminuiremos o valor da atividade queratinolitica,
enquanto se aumentarmos o valor de X, (agitacdo), aumentamos a atividade
queratinolitica.

O coeficiente de determinagdo (R?) foi de 0,923 para atividade
queratinolitica, indicando que esse modelo estatistico pode explicar 92,32% da
variabilidade da resposta.

Ademais, o Teste de F de Fisher mostrou um valor F calculado F; (6,10) =
20,46, quase 7 vezes maior do que o F tabelado F (5,11) = 3,22 demostrando uma
alta significancia do modelo de regresséao

A significancia de cada coeficiente foi determinado pelo teste t-student e
valor de p, que estao listados na Tabela 11. Quanto menor o valor de p e maior a
magnitude do valor de t, mais significante € o coeficiente correspondente (MYERS e
MONTGOMERY, ., 2002).

Com o intuito de obter uma melhor visualizacdo do efeito das variaveis
independentes sobre a atividade queratinolitica foram construidas superficies de
resposta juntamente com as curvas de contorno. As superficies estao apresentadas

nas Figuras 14, 16 e 18 e as curvas pelas Figuras 15, 17 e 19.
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FIGURA 14: Grafico de superficie de resposta para atividade queratinolitica observada em fungao da

Agitagao (rpm)

FIGURA 15:Curva de superficie de contorno para atividade queratinolitica

220

200

180

160 |/ /|

120

temperatura e agitacédo

140 |

100 |

8ol

1— 400
— 350
300

28

30

32 34 36 38
Temperatura(°C)

temperatura e agitagédo

40

: — 200
42 — 150

observada em fungéo da



46

Nas Figuras 14 e 15 observa-se que a diminuicdo da temperatura (26°C a
28°C) com agitagcado entre 200 e 220 rpm provocou um aumento na atividade
queratinolitica. Ja a variacéo de temperatura de 32°C a 42°C, sob qualquer agitacéo,
provocou uma redug¢do acentuada da atividade queratinolitica, chegando a menor
atividade obtida (150 U/mL). Ademais, de acordo com a equacao ajustada (6), as
variaveis que mais influenciaram na atividade queratinolitica foram a temperatura e a
agitacao.

Kim et al., (2001) utilizaram em sua pesquisa, culturas identificadas como
Bacillus pulmilis, Bacillus subtilis e Bacillus cereus a fim de avaliar a potencialidade
dos mesmos na degradacdo de penas e atividade queratinolitica dos mesmos. As
condi¢des 6timas de temperatura para a produg¢ao da enzima por Bacillus pumilis foi
de 40°C, para Bacillus subtilis 40°C e Bacillus cereus 30°C. As culturas
apresentaram atividade queratinolitica maxima na fase de crescimento logaritmico
ou no inicio da fase estacionaria, nestas condigbes, a atividade queratinolitica foi de
96, 142 e 109 U/ml respectivamente.

Rozs et al., (2001) verificaram que a temperatura 6tima de crescimento para
Bacillus licheniformis K-508 foi de 47°C quando cultivada em meio contendo penas
como substrato, nestas condigbes os autores verificaram alta atividade de
degradacéao de penas.

Manczinger et al., (2003) estudando a mesma cepa de bactéria verificaram
que esta apresentou maior crescimento em temperaturas entre 20 e 55°C, com
temperatura 6tima de 47°C, Assim puderam deduzir que com o aumento da
temperatura possa ter ocorrido um aumento na concentragcdo de micro-organismos
presentes no meio de cultura resultando em maior atividade queratinolitica e
consequente degradacdo das penas. No entanto, quando utilizada temperaturas
mais baixas (26,6°C) também houve crescimento microbiano e consequente
degradacgdo das penas. Ademais, a agitacao teria um efeito positivo ou negativo na
atividade queratinolitica dependendo da temperatura utilizada. E importante ressaltar
que Bacillus subtilis, Bacillus pumilus e Bacillus licheniformis sao muito préximas
filogeneticamente de Bacillus amyloliquefaciens (GORDON et al.,, 1973;
SCHALLMEY et al., 2004) e por isso, as condigbes de cultivo para obtencédo de

maior atividade queratinolitica devem ser proximas.
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Casarin et al.,, (2008) pesquisando a bactéria Chryseobacterium sp.
realizaram um estudo de otimizagdo da producdo da enzima queratinase. Neste
estudo, os autores mostraram que a maior atividade queratinolitica, utilizando meio
de cultura contendo penas como substrato, ocorreu a uma temperatura de 23°C. A
analise estatistica realizada mostrou que a temperatura teve um forte efeito sob a
producao de queratinase.

Wang e Shih (1999), estudando uma cepa de Bacillus licheniformis,
verificaram que a taxa de oxigénio dissolvido limitava o crescimento celular e a
producdo da enzima queratinase pela cepa, os mesmos observaram que 5% de
oxigénio dissolvido reduziu a taxa de crescimento do micro-organismo e a atividade
queratinolitica. Os autores também demonstraram que uma taxa superior a 20% de
oxigénio dissolvido provocou um descréscimo na produgcédo da enzima queratinase e
do crescimento celular.

Uma vez que a agitagdo do meio é importante para promover uma aeragao
do meio reacional, uma baixa agitagdo poderia influenciar negativamente o
crescimento celular e uma consequente diminuicdo da atividade queratinolitica. No
entanto, alta agitacdo poderia afetar negativamente o crescimento celular e
consequentemente reduzir a atividade queratinolitica; os resultados apresentados
nas Figuras 12 e 13, assim como as Figuras 14 e 15 demonstram isso.

Wang e Shih (1999) estudando uma cepa de Bacillus subtilis em meio
contendo penas como substrato verificaram que estes apresentaram como
temperatura 6tima para crescimento 42°C, com um declinio no crescimento
microbiano quando o mesmo foi cultivado a uma temperatura superior a 55°C.
Segundo os autores, a maxima atividade queratinolitica ocorreu a 37°C, no entanto a
maxima produtividade (atividade/tempo) da enzima queratinase ocorreu a 42°C.

A producéo de enzimas geralmente € um processo aerobio e dessa forma,
os processos fermentativos envolvendo o cultivo de células aerdbias ou aerdbias
facultativas, tem o aspecto comum de exigirem um adequado dimensionamento do
sistema de transferéncia de oxigénio. O oxigénio é elemento fundamental, do ponto
de vista bioquimico, para o armazenamento de energia sob ATP. Essas moléculas
de ATP irdo participar necessariamente nas reagdes de sintese de moléculas, para a

sobrevivéncia das células e para o surgimento de novas células, no processo de
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proliferacdo da biomassa microbiana, para as quais € fundamental a introducédo de
energia. Assim sendo, para que o cultivo seja altamente eficiente, ocorrendo com
elevadas velocidades de crescimento celular, significa altas velocidades de consumo
de carbono e a necessidade de oxigénio dissolvido. No caso de estudo em shakers,
a forma de dissolugdo de oxigénio da-se através da agitacdo (rpm). Ademais, a
concentragdo de oxigénio dissolvido diminui com aumento da temperatura.

Neste trabalho, como observado nas Figuras 12, 13, 14 e 15 houve uma
tendéncia de aumento na atividade queratinolitica com o aumento da temperatura,
acompanhada por um aumento na concentracédo de substrato e agitacédo. Dessa
forma, para aumentar a quantidade de oxigénio dissolvido de uma forma simples,
deve-se aumentar também a agitagao.

As Figuras 16 e 17 apresentam os valores de atividade queratinolitica em

fungéo da temperatura e da concentragéo de substrato.

FIGURA 16: Grafico de superficie de resposta para atividade queratinolitica em fungéo da

temperatura e concentracao de substrato.
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FIGURA 17: Curva de superficie de contorno para atividade queratinolitica em fungao da temperatura

e concentracao de substrato

Na Figura 16 observa-se que as melhores atividades queratinoliticas foram
obtidas quando a fermentagao foi conduzida a uma temperatura entre 26,6°C e 30°C
e com menores concentragcdes de substrato, variando de 0,32% a 1,0%, produzindo
de 350 a 400 U/ml de atividade queratinolitica . No entanto, observa-se uma
tendéncia de aumento da atividade queratinolitica com o aumento da temperatura
(aproximadamente 43°C) e aumento da concentragcdo de substrato, chegando a 300
U/ml de atividade.

As Figuras 16 e 17 demonstram que, para baixas temperaturas (de 26,6°C a
30°C), houve um acumulo na concentragao de substrato e isto poderia ter influéncia
negativa na atividade queratinolitica, uma raz&o para isto pode ser o fato de que sob
baixas temperaturas as bactérias do género Bacillus, esporulantes, teriam baixo
crescimento celular e, portanto, este acumulo excessivo de substrato teria um efeito
negativo na manutencdo desse baixo numero de micro-organismos. Com um
aumento na temperatura, também haveria um aumento do crescimento celular e, se
acompanhado de um aumento na concentragdo de substrato, haveria uma maior

producdo da enzima queratinase pelo micro-organismo. Pouco substrato teria o
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efeito inverso, uma vez que nao haveria fonte protéica para a obtencao de nutrientes
pelas bactérias.

Wang e Shih (1999) pesquisando as bactérias Bacillus licheniformis e
Bacillus subtilis verificaram que quando cultivadas em meio contendo penas como
substrato nas concentracdes de 0,5 e 1%, respectivamente, e em altas temperaturas
nao houve necessariamente maior produgcéo da enzima. Para Bacillus licheniformis,
enquanto a melhor temperatura para crescimento celular foi 50°C, o pico de
atividade queratinolitica foi a 37°C, enquanto que para Bacillus subtilis, a melhor
temperatura de crescimento celular foi a 42°C e de atividade queratinolitica 37°C.

Kubo et al., (1991) descreveram que a expressao dos genes de bactérias
termofilicas ndo sdo sempre favorecidos em altas temperaturas. Neste sentido, foi
observado que o RNAmM da queratinase possui pouca estabilidade sob altas
temperaturas. Outras situacdes parecidas foram observadas em sistemas de
Bacillus (PRIEST e SHARP, 1989). Possivelmente a expressédo do sistema Ker A é
sensivel ao calor. Para quantidades iguais de RNA total, o RNAm de Ker A foi muito
mais baixo nas células de Bacillus licheniformis a 50°C comparado a 37°C. O
mesmo pode estar ocorrendo com o Bacillus amyloliquefaciens utilizado neste
estudo. Baixas concentracdes de substrato (0,5 a 1% de penas) sob baixas
temperaturas (26,5 a 29°C) resultaram em maior atividade queratinolitica.

Riffel et al., (2003) estudando Chryseobacterium sp. verificaram que esta
bactéria apresentou temperatura 6tima de crescimento de 30°C, no entanto, maxima
atividade queratinolitica foi obtida a 25°C, (96 U/ml), apds 48 horas de fermentacao.
Neste estudo, a concentragdo de substrato ndo foi relatada. Esses resultados
correspondem com os obtidos com Bacillus amyloliquefaciens, uma vez que 0s
melhores valores de atividade queratinolitica foram obtidos ap6s 48 horas, sob uma
temperatura de aproximadamente 27°C.

Cheng-gang et al., (2008) relataram que a temperatura 6tima para produgéo
de queratinase por Bacillus subtilis KD-N2 foi 23°C, sendo que nesta temperatura a
maior atividade queratinolitica foi obtida ap6s 30 horas de fermentacédo, a
concentragcdo de substrato utilizada foi de 1% de penas. Os autores afirmaram que,

um aumento da temperatura de até 42°C resultou em uma reducdo rapida da
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atividade queratinolitica, mas que Bacillus sp. geralmente apresenta temperatura
otima para producao de queratinase entre 30°C e 50°C.

Temperaturas proximas a 23°C e concentragcbes de substrato de até 1%
foram condi¢gbes de cultivo consideradas 6timas nos estudos realizados por Cheng-
gang et al., 2007 e Casarin et al., 2008). O mesmo foi obtido no estudo com Bacillus
amyloliquefaciens, como pode ser observado na Figura 15, em que melhores
atividades queratinoliticas (400 U/mL) foram encontradas quando utilizadas baixas
concentragbes de substrato (entre 0,5 e 1% de penas) sob baixa temperatura
(aproximadamente 27°C). No entanto, quando utilizadas concentragbes superiores
de penas, observa-se que micro-organismos queratinoliticos geralmente apresentam
melhor crescimento celular e degradacdo de penas sob temperaturas mais altas
(WILLIANS et al., 1999; ZAGHLOU et al., 1998; GRADISAR, 2000), o que pode ser
uma explicagcdo para a tendéncia de aumento da atividade queratinolitica em
temperaturas acima 42°C com altas concentracdes de penas, conforme observado
na Figura 16. Ha relatos na literatura de queratinases que possuem atividade
queratinolitica entre 30°C e 85°C, com um valor 6timo entre 45°C e 65°C.

Um dos indicios de que a concentracdo de substrato no meio de cultura
pode influenciar na temperatura 6tima de atividade queratinolitica foi o estudo
publicado por Zhang-Jun et al., (2009), neste estudo, verificou-se que a bactéria
Stenotrophomonas maltophilia cultivada em meio contendo 2% de penas,
apresentou alta atividade a 40°C.

Tatineni et al., (2007) realizaram um estudo com o objetivo de otimizar a
producdo de queratinase por Streptomyces sp. Os autores relataram que a
temperatura 6tima de cultivo para esta cepa foi 45°C, agitagdo de 300 rpm e
concentragdo de substrato de 7%. Esses valores podem indicar que a tendéncia
representada nas Figuras 3 e 4, de que temperaturas acima de 42°C podem produzir
uma alta atividade queratinolitica se utilizada maiores concentra¢des de penas (no
caso do grafico, acima de 3,5 e obtendo até 200 U/ml, metade do valor maximo
encontrado), para Bacillus amyloliquefaciens pode ter ocorrido o mesmo. Os autores
completam que, a concentragdo de penas teve um grande efeito na producgao de
queratinase e que valores superiores a 7g/L podem causar inibicdo da producao de

queratinase, com uma reducédo da degradacdo das penas, o que também ja foi
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verificado para Bacillus sp. (SUNTORNSUK e SUNTORNSUK 2003). Ademais, os
valores encontrados por Tatieni et al., (2007) sdo comparaveis aos estudos
realizados com Kocuria rosea (BERNAL et al., 2003), Bacillus sp. FK 46
(SUNTORNSUK e SUNTORNSUK, 2003) e Streptomyces sp. SKi.g2 (LETORNEAU,
1998).

As Figuras 18 e 19 apresentam a atividade queratinolitica em funcéo da
agitacao e concentragao de substrato.

Bl =00

FIGURA 18: Gréfico de superficie de resposta para atividade queratinolitica em funcéo da agitacdo e

concentragdo de substrato
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FIGURA 19: Curva de superficie de contorno para atividade queratinolitica observada em funcéo da

agitacdo e concentragéo de substrato

Nas Figuras 18 e 19 pode-se observar que os valores 6timos de atividade
queratinolitica ocorreu quando utilizada uma concentragao de substrato entre 3,0% e
3,68% e agitagdes entre 200 rpm a 234 rpm, apresentando atividade superior a 300
U/ml. Nota-se também que baixas concentracdes de substrato (0,5% de penas)
resultaram em melhor atividade queratinolitica sob baixas agitagdes (menores que
80 rpm). E provavel que maiores concentracdes de penas precisem de maior
homogeneizagdo para que o micro-organismo consiga entrar em contato com o
substrato, permitindo sua degradagdo e aumento na atividade queratinolitica.
Possivelmente, uma reducdo da velocidade de agitacdo também reduziria a
quantidade de oxigénio dissolvido, uma vez que as penas impediriam sua
passagem. Menores concentragcdes de substrato, no entanto, ndo impedem que o
micro-organismo entre em contato com as penas € nem que reduza a quantidade de
oxigénio dissolvido, uma alta agitagcdo, ao contrario, poderia provocar lise celular das

bactérias.
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Casarin et al., (2008) estudando a bactéria Chyseobacterium sp. Kr6 e
utilizando um planejamento fatorial com resposta em superficie observou um declinio
na produgcédo da enzima queratinase quando aumentada a concentracéo de penas.
No entanto, seu modelo previu que houvesse um aumento na atividade
queratinolitica com um aumento na quantidade de substrato. Eles concluiram que a
reducdo da atividade queratinolitica com grandes quantidades de substrato foi
devido a uma aeracdo inadequada, que resultou em um baixo crescimento
microbiano. Ressalta-se que em seu estudo utilizou-se uma agitagdo de 125 rpm e
com uma concentragcdo maxima de substrato a 7%.

Wang e Shih (1999) verificaram o efeito negativo na atividade queratinolitica
quando as cepas de Bacillus subtilis DB-104 e Bacillus licheniformis Kr6é foram
cultivadas em alta concentracdo de oxigénio dissolvido e baixa concentracédo de
penas (0,5% a 1%) para. Para ambas as bactérias, a produgao de queratinase foi
reduzida sob altas concentragdes de oxigénio dissolvido, ou seja, de 20% (w/w). O
mesmo pode ser verificado nas Figuras 18 e 19, em que baixas concentracdes de
substrato (de 0,5 a 1% de penas) resultaram em maiores atividade queratinolitica
(200 U/ml) quando em baixa agitacéo (de 66 a 80 rpm).

Tatieni et al., (2007) estudando a cepa de Streptomyces sp. verificaram que
as melhores condi¢des de cultivo que resultaram em alta atividade queratinolitica foi
quando utilizado 7% de penas como substrato e 300 rpm. Dessa forma, os
resultados apresentados nas Figuras 18 e 19 confirmam a tendéncia apresentada
nas Figuras 16 e 17 em relacdo a concentracdo de substrato, mostrando que
maiores concentragcdes de substrato, sob maiores agitacdes e maiores temperaturas,
assim como ocorreu com Tatieni et al., (2007) podem produzir maior atividade
queratinolitica, uma vez que como apresentado nas Figuras 18 e 19 melhores
resultados foram obtidos quando utilizou-se maior concentragdo de penas no meio.

Suntornsuk e Suntornsuk (2003) e Refai et al., (2005) também observaram
que um aumento na concentragdo de penas resultou em aumento da atividade
queratinolitica produzida.

A agitacao quando utilizada altas concentragdes de substrato é fundamental.
Suntornsuk e Suntornsuk (2003) explicaram que uma agitacdo maior promove uma

maior taxa de oxigénio e melhor mistura entre as células e substrato, resultando em
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uma maior degradacdo. No entanto, o aumento excessivo da agitacao resulta em
baixo crescimento celular, o que pode ser atribuido a possivel danificacao celular.
Os valores o6timos para agitagdo devem ser definidos relacionando-se com a
concentracao de substrato utilizada.

Na analise seguinte, a variavel dependente foi a concentracédo de proteinas
no caldo fermentado, em que foram utilizados os maiores valores obtidos, ao final de
72 horas de fermentacéo. Estes foram colocados na matriz, conforme apresentado
na Tabela 12, e assim determinou-se os valores preditos e observados, como pode-

se observar na Figura 20.

TABELA 12 - Matriz de planejamento experimental (PCCR) com trés varidveis e a variavel

dependente (concentracdo de proteinas)

Experimentos Variaveis
Concentragao
Xi Xz Xs de proteinas
1 -1 -1 -1 2,479
2 -1 -1 1 3,319
3 -1 1 -1 2,688
4 -1 1 1 3,643
5 1 -1 -1 2,795
6 1 -1 1 3,453
7 1 1 -1 2,372
8 1 1 1 3,254
9 -a 0 0 3,575
10 o 0 0 3,240
11 0 -a, 0 2,155
12 0 o 0 3,360
13 0 0 -aL 2,072
14 0 0 o 3,897
15 0 0 0 3,405
16 0 0 0 3,135
17 0 0 0 2,886
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FIGURA 20: Valores preditos em fungéo dos observados relativos a concentragéo de proteinas

Foram determinados os valores de p, a equagao geral e a equagéao ajustada,
contudo, ao contrario do que ocorreu com a atividade proteolitica e a queratinolitica,
apenas a variavel (X3), obteve nivel de significancia inferior a 0,05. Dessa forma,
apenas a concentracao de substrato influenciou na concentracao de proteina obtida.
Assim, para melhor visualizacdo dos resultados obtidos, optou-se pela analise a
partir do grafico de Pareto (Figura 21). Na Figura 21, observa-se que a variavel que
influenciou na concentracdo de proteina foi, X3. O sinal positivo desta variavel
significa que maiores concentragdes de substrato promovem maiores concentragdes

de proteinas.
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p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

FIGURA 21: Diagrama de Pareto mostrando a contribuigdo das variaveis estudadas para a

concentracao de proteina

Uma vez que a queratinase é uma protease, ela tem um papel nutricional
importante para os organismos, pois as proteases s&o responsaveis pela hidrolise
de polipeptideos a peptideos menores e aminoacidos, viabilizando sua absorgéo
pelas células (RAO et al., 1998).

Com o objetivo de avaliar a presenca de aminoacidos no caldo fermentado,
foi realizada uma analise dos mesmos por cromatografia em camada delgada. Os

resultados obtidos podem ser observados na Figura 22.
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FIGURA 22: Cromatografia em camada delgada. L-) Leucina; T-) Tirosina; M-)

Metionina; S-) Serina; P-) Prolina; C-) Cisteina; e Amostra.

A fim de determinar quais aminoacidos estavam presentes na amostra,
calculou-se o fator de retengao (Rf), de acordo com a Férmula 10 (COLLINS et al.,
1993) e com a Tabela 13.

Rf = distancia (cm ou mm) percorrida pela substancia/ distancia (cm ou

mm) percorrida pela frente da fase movel (10)
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TABELA 13 - Valores de Rf (fator de retengédo) encontrados na cromatografia em camada

delgada, em que (a), (b), (c), (d), e (e) s&o os spots formados pela amostra

Amostra ou padrao RF (fator de retenc¢ao)
GeH(a) 0,16
GeH(b) 0,32
GeH(c) 0,53
GeH(d) 0,69
GeH{(e) 0,80
Leucina 0,76
Tirosina 0,81
Metionina 0,71

Serina 0,56
Prolina 0,38
Cisteina 0,33

Dessa forma, os resultados obtidos conforme apresentado na Tabela 13
evidenciam a presenca no caldo fermentado de aminoacidos tais como cisteina,
serina e metionina.

Nao se pode afirmar pela Figura 20 e pelos valores de Rf apresentados na
Tabela 13 se houve a liberagéo de tirosina ou leucina, uma vez que os spots ficaram
muito proximos e, dessa forma, obtiveram valores de Rf muito préximos. No entanto,
a presenca de tirosina foi verificada no caldo de cultura de Streptomyces
thermoviolaceus, no estudo realizado por Chitte et al., (1999).

A serina € um aminodacido raro e esta presente na B-queratina de penas,
uma vez que sua molécula consiste em uma longa seqiéncia de polipeptideos que
alternam residuos de glicina, alanina e serina (GARRET e GRISHAM, 1995).

Nam et al., (2002), estudando a degradagao de penas pela cepa termofilica
Fervidobacterium islandicum AW-1 verificaram um aumento de aminoacidos livres,
dentre eles cisteina, bem como outros nutricionalmente essenciais como metionina.
Uma vez que metionina é raro em queratina de penas, os autores explicaram que
este aminoacido provavelmente seria produzido como metabdlito pela bactéria.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que liberagédo de aminoacidos
evidenciados pela cromatografia em camada delgada no caldo da cultura de Bacillus
amyloliquefaciens pode permitir a sua utilizagdo no aproveitamento das penas nas

industrias de racao animal.
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5. CONCLUSAO

e De acordo com o planejamento experimental, a concentracdo de
substrato foi a unica variavel significativa (p < 0,05) para
concentracéo de proteinas;

e Melhores concentragbes de proteina no caldo fermentado foram
obtidas quando o microrganismo foi cultivado a 35°C, 150rpm e
3,68% de penas;

e Menores concentragdes de proteina foram obtidas com menores
concentragdes de substrato;

e Maior porcentagem de degradacdo de penas foi obtida quando a
fermentacao foi realizada a 30°C, 200 rpm e 3% de penas, menor
degradacao foi observada a 35°C, 66rpm, 2% de penas;

¢ As fermentagbes que proporcionaram maior crescimento microbiano
foi a realizada a 30°C, 200 rpm e 3% de penas, enquanto a que
resultou em baixo crescimento microbiano foi a realizada sob as
condigdes de 35°C, 66 rpm, 2% de penas;

e \Verificou-se que as fermentacbes que resultaram em maior
degradagao de penas foram aquelas que apresentaram maior
crescimento microbiano, assim como aquelas que obteve-se menor
degradacao de penas apresentaram menor crescimento microbiano;

e A otimizacdo da producdo de queratinase por Bacillus
amyloliquefaciens permitiu determinar que as melhores condigdes
para atividade queratinolitica foram as realizadas entre
temperaturas de 26,6°C a 28°C, agitacbes em torno de 80 rpm e
baixas concentracdes de substrato (em torno de 0,5% de penas);

¢ De acordo com os graficos de superficie de resposta e superficie de
contorno realizadas para atividade queratinolitica, observou-se uma
tendéncia de aumento da atividade queratinolitica sob temperaturas
superiores a 42°C, agitacdes superiores a 220 rpm e concentracao

de substrato superiores a 3,5%;



61

e Serina, cisteina e metionina foram encontrados no caldo fermentado
por Bacillus amyloliquefaciens, enquanto nédo se péde determinar
com certeza a presenca de tirosina ou leucina, devido a
proximidade dos spots e dos valores de Rf;

e A presenca de aminoacidos no caldo de cultura permite a utilizacédo
de Bacillus amyloliquefaciens em processos de degradacdao de

penas e utilizagao desse produto nas industrias de ragao animal.
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