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RESUMO

O principal constituinte das penas é a queratina, composta por uma longa
cadeia polipeptidica e insoluvel. As penas constituem o principal subproduto das
industrias de processamento de frangos e por serem ricas em aminoacidos, podem
ser utilizadas como suplemento proteico em ragdo animal. Todavia, as penas nao
podem ser degradadas por proteases comuns, mas sim por enzimas denominadas
queratinases. A crescente preocupagao com 0 meio ambiente, aliada a bioconversao
de residuos queratinosos, estimulam o isolamento e estudo de micro-organismos
produtores de enzimas queratinoliticas. O objetivo deste trabalho foi estudar a
estirpe Bacillus sp. LM-21, analisando sua potencialidade em sintetizar enzimas
queratinoliticas e degradar penas de frango. Bacillus sp. LM-21 foi isolado de aguas
residuarias de abatedouro de frangos e identificado por sequenciamento de DNA.
Posteriormente, foi realizada a caracterizagao enzimatica da queratinase obtida. As
condicbes oOtimas para producdo de queratinase foram 35°C, 150 rpm e 1% de
penas, com pH inicial de 7,4 e 2% (m/v) de indculo, cuja atividade queratinolitica foi
de 48,5 U/mL (72 horas de cultivo). Maior atividade proteolitica (346,24 ug/mL - 96
horas de cultivo) e maior porcentagem de degradagdo de penas (100%) também
foram observadas nestas condigdes. Maior crescimento celular (13,40 UFC/mL - 96
horas de cultivo) e concentragdo de proteinas (7,448 mg/mL) foram obtidos nas
condi¢cdes de 35°C, 150 rpm e 3% de penas. Na caracterizagdo da enzima bruta
foram avaliadas a influéncia do pH (4,0 - 10,0), temperatura (30 - 70°C) e algumas
substancias, sendo elas: BaCl,2H,0O; CaCl,, CuSO45H,0; FeCls6H,0; HgCl;
MgCI,6H,0; MnSO4H,O (5 mM); Triton (0,1% - v/v), Tween (0,1% - Vv/v),
Dimetilsufoxido - DMSO (1% - v/v), Isopropanol (1% - v/v), acido etilenodiamino
tetra-acético - EDTA (5 mM - m/v) e Mercaptoetanol (0,1% - v/v). Para valores de pH
inferiores a 6,0 a enzima nao apresentou atividade queratinolitica e o pH 6timo para
agao da queratinase foi 9,0 (48,75 U/mL). Quanto a temperatura, a enzima mostrou-
se mais ativa quando incubada entre 40 e 60°C, apresentando 6timo a 50°C (43,4
U/mL). Ja quanto a influéncia de substéncias quimicas sobre a enzima, observou-se
que mercaptoetanol (0,1% - v/v) promoveu ativagao da enzima (177,01%), enquanto
que DMSO (1% - v/v), EDTA (5 mM - m/v), Isopropanol (1% - v/v), Triton (0,1% - v/v)
e Tween (0,1% - v/v) exerceram inibicdo da mesma, com atividades queratinoliticas
relativas iguais a 32,83%, 33,99%, 45,51%, 58,18%, 56,45%, respectivamente. Em
adicao, foi observado que a enzima sofreu inibicdo por todos os ions estudados:
BaCl,2H,0 (37,93%); CaCl, (20,23%); CuSO45H,0 (34,48%); FeCl36H,0 (20,92%);
MgCIl,6H,0 (27,13%); MnSO4H,0 (0%) e HgCl (84,14%) - (m/v). A queratinase
produzida por Bacillus sp. LM-21 apresentou grande potencial em degradar penas
de frango e estudos posteriores serao realizados.

Palavras chave: Queratinase. Bacillus. Biodegradagao. Penas. Avicultura.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A industria avicola apresenta suma importdncia no contexto de
desenvolvimento socioecondmico do Brasil. Dentre os produtos comercializados
pelo pais, a carne de frango tem destaque especial na exportagéo.

Segundo a Associagao Brasileira dos Produtores e Exportadores de Carne de
Frango (ABEF, 2013), no ultimo relatério disponibilizado, a produgdo de carne de
frango mundial alcangou 82,317 milhdes de toneladas em 2012. No ranking de
paises produtores, o Brasil manteve a posigdo de terceiro lugar com uma produgao
de 12,645 milhdes de toneladas (apresentando uma redugao de 3,17% em relagao a
2011) atras dos Estados Unidos da América (EUA) com 16,476 milhdes de
toneladas e China com 13,700 milhdes de toneladas.

Ja no que se refere a exportagao, o Brasil foi em 2012, o maior exportador
mundial de carne de frango destinando para outros paises 3,918 milhdes de
toneladas das 10,301 milhdes de toneladas exportadas no mundo. Em relagéo ao
ano de 2011, houve reducéo de 0,6% nos embarques feitos, 0 que gerou uma queda
de 6,1% na receita cambial (US$ 7,7 bilhdes). O segundo maior exportador de carne
de frango em 2012 foi os EUA com 3,211 milhdes de toneladas e o terceiro foi a
Unido Europeia (UE) com 1,080 milhdes de toneladas (ABEF, 2013). Atualmente
cerca de 40% da carne exportada no mundo tem origem no Brasil, até 2018
acredita-se que as exportagdes deverao representar 90% do comércio mundial, o
que indica que o Brasil continuara a manter a posicdo de primeiro exportador
mundial de carne de frango (BRASIL, 2013a).

Do volume total de carne de frango produzida no Brasil, 69% foi destinada ao
consumo interno, enquanto que 31% foram destinados a exportacdao. Deste modo, o
consumo per capita de carne de frango no pais atingiu 45 quilos por habitante
(ABEF, 2013).

Conforme descrito no site do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2013a), atualmente, a carne de frango produzida no Brasil
chega a 142 paises. Presente em todo territério nacional, a carne de frango se
destaca na regiao Sul, sendo o Parana (30,39%) e Santa Catarina (17,29%) os
principais fornecedores no abate.

Os maiores importadores da carne de frango produzida no Brasil sdo o

Oriente Médio, que importou 1,396 milhdes de toneladas em 2012, com pequena
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retragdo de 1,2% para o ano anterior e receita de US$ 2,624 bilhdes; a Asia cujas
importagdes provenientes do Brasil foram de 1,137 milhdes de toneladas com
reducdo de 0,5% e receita de US$ 2,396 bilhdes; e a Africa, o terceiro maior
mercado de destino em volumes, no qual as encomendas foram de 598 mil
toneladas, gerando aumento de 20% e receita cambial igual a US$ 822 milhdes
(crescimento de 19%) - (ABEF, 2013).

O Brasil investiu em fatores como qualidade, sanidade e prego para
aperfeicoar a produtividade no setor avicola. O pais buscou modernizagdo e
empregou instrumentos como o0 manejo adequado do aviario, alimentagao
balanceada, melhoramento genético e produgéo integrada. A parceria entre industria
e avicultores também contribuiu para a exceléncia técnica em todas as etapas da
cadeia produtiva, resultando em reduzidos custos de transag¢ao e na qualidade, que
atende as demandas de todo o mundo (BRASIL, 2013a).

A grande demanda na produc¢do e consumo de carnes de frangos, no entanto,
gera residuos tais como as penas. Estas sofrem lenta deterioragdo no ambiente,
originando compostos sulfurosos de odor desagradavel, acarretando em um
problema ambiental (CORTEZI et al., 2008). Neste sentido, micro-organismos
queratinoliticos vém sendo pesquisados quanto a sua aplicacdo em processos
biotecnolégicos, representando uma alternativa para o manejo destes residuos
(DAROIT, 2011).

E grande o interesse por pesquisas na area da biotecnologia visando &
bioconversdo de residuos agroindustriais em metabdlitos de interesse industrial,
mediante 0 uso de micro-organismos. O interesse econémico para produgdo de
insumos de maior valor agregado (enzimas, proteinas, pigmentos, antibiéticos e
outros) e a utilizagao de subprodutos agroindustriais leva a uma melhor qualidade do
meio ambiente, através do desenvolvimento de tecnologias limpas orientadas por
uma transformacao sustentavel desses recursos naturais. A busca por matérias
primas de baixo custo e de facil aquisicdo que possam ser utilizados como
substratos fermentaveis (fontes de carbono e nitrogénio) na preparagédo de meios
microbiolégicos constituem um desafio interessante na biotecnologia industrial.
Deste modo, existe um grande numero de subprodutos da agroindustria que podem
ser utilizados, estando as penas de frango inseridas nesse contexto (COELLO et al.,
2003).
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O processo convencional de producéo da farinha de penas a partir de penas
de frango apresenta alto custo termoenergético e baixa digestibilidade do produto.
Uma alternativa que visa melhorar a qualidade da farinha de penas é a sua obtencéao
através da hidrolise enzimatica, buscando aumentar seu valor nutricional por resultar
em um produto com maior disponibilidade de aminoacidos. O processamento
biotecnolégico de penas em contrapartida ao seu processamento fisico-quimico
oferece vantagens relacionadas ao enriquecimento proteico do produto pela propria
biomassa microbiana, e a nao destruicdo de aminoacidos essenciais tais como
metionina, lisina e histidina encontrados em niveis sub 6timos (ONIFADE et al.,
1998). Portanto, a farinha de penas produzida pelo processo enzimatico apresenta
um valor nutricional superior ao produzido por processo tradicional, podendo
apresentar alta digestibilidade.

As penas por serem ricas em queratina, representam ainda um potencial
substrato para producdo de queratinase. Esta protease por possuir alta
especificidade pela queratina apresenta importantes aplicagdes biotecnolégicas
aléem da acima citada, podendo ser utilizada na industria do couro, com potencial
depilatério, substituindo parcial ou totalmente o uso de sulfetos (THANIKAIVELAN et
al., 2004).

A industria do curtume no Brasil € um setor que merece atencao, sabe-se que
o rebanho brasileiro € um dos maiores do mundo em termos comercializaveis,
caracterizando-se como um dos pontos fortes da cadeia produtiva. Segundo o site
do Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior (BRASIL, 2013b), a
industria do couro no Brasil é formada por cerca de 800 curtumes. Hoje, o setor no
Brasil tem uma capacidade instalada para processar couros crus bovinos e caprinos
estimada em 40 milhdes de pegas, sendo a maior capacidade instalada de curtumes
do mundo. Ao mesmo tempo em que a importancia econdmica dos curtumes é
evidente, também €& de conhecimento que o processo produtivo € extremamente
agressivo ao meio ambiente, despejando efluentes ricos em cromo, sulfeto,
deixando residuos solidos de dificil destino, causando odores, alteragdes térmicas
no ambiente de trabalho além de outros problemas.

A tecnologia para processamento do couro €& conhecida e dominada
mundialmente. Porém a necessidade de diminuir a poluicdo gerada pelos despejos
liquidos tem originado tecnologias alternativas de produgdo menos agressivas ao

meio ambiente. Assim, a utilizacdo da enzima queratinase aliada a outras proteases
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oferece uma alternativa viavel no processo de depilagdo do couro, pois, pode
minimizar o uso de grandes quantidades de sulfeto de sodio, que representa 80% de
toda a poluicdo do curtume. A substituicdo ou adigdo de enzimas proteoliticas ao
processo além de representar uma alternativa para redugdo da quantidade de
sulfeto empregado, melhora a qualidade do couro, recupera os pelos e elimina a
necessidade de um banho extra para remocédo dos agentes responsaveis pela
depilagéao.

Em adicdo as aplicagbes citadas acima, a queratinase pode ser ainda
utilizada em cremes depilatérios e em formulagdes para alisamento capilar e na
eliminacdo de acne e calos humanos, apresentando a vantagem de serem atdxicas
(GUPTA; RAMNANI, 2006).

Como observado, a crescente preocupagao com o meio ambiente, aliado ao
surgimento de novas tecnologias para conversdo desses residuos, tem motivado o
interesse e estudo de micro-organismos queratinoliticos.

O objetivo deste trabalho foi estudar a estirpe Bacillus sp. LM-21, analisando
sua potencialidade em sintetizar enzimas queratinoliticas e degradar penas de

frango.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Queratina

A queratina € uma proteina insoluvel composta por uma longa cadeia
polipeptidica, responsavel por torna-la resistente a agao por proteases comuns como
tripsina e pepsina (RIFFEL et al., 2007). E o principal constituinte da epiderme e
seus anexos, tais como cabelos, unhas, chifres, |1a e penas (GHASEMI et al., 2011)
sendo que nas penas, representa 87% da proteina total (BUREAU et al., 1999).

Caracterizada como uma proteina fibrosa € formada por um unico tipo de
estrutura secundaria com as cadeias polipeptidicas arranjadas em longos filamentos,
as a-hélices, ou em folhas, as folhas B - a queratina e 3 queratina, respectivamente
(NELSOL; COX, 2011). Sua estrutura tridimensional garante a queratina
microfilamentos elasticos e resistentes (NAGAL; JAIN, 2010) e a alta concentragao
de residuos de aminoacidos hidrofébicos presentes tanto em seu interior como em
sua superficie a torna impermeavel a agua (NELSON; COX, 2011). Deste modo, a
queratina € uma proteina que apresenta fungdes estruturais e protetoras nos
vertebrados. Sua estabilidade mecanica e resisténcia a degradagdo microbiana
dependem do forte enovelamento da cadeia proteica em a-hélice e folhas (3, ao alto
grau de ligagcbes cruzadas cisteina dissulfeto, além de pontes de hidrogénio e
interacdes hidrofébicas (LIN et al., 1992; ANBU et al., 2005).

As a-queratinas sdo conhecidas como proteinas de filamento intermediario e
sdo caracterizadas por apresentarem fungdes estruturais (NELSON; COX, 2011).
Estdo presentes em células epiteliais, cabelos, unhas e |& de mamiferos (SAID;
PIETRO, 2004). As B-queratinas apresentam em sua molécula uma estrutura
primaria que consiste de longa sequéncia polipeptidica alternando residuos de
glicina, alanina e serina, sempre com uma dlicina entre um residuo e outro
(CORTEZI et al., 2008). Sendo assim, as glicinas situam-se no plano superior da
folha B pregueada enquanto que os demais residuos permanecem abaixo do plano.
Os pares de folhas B pregueadas se empacotam perfeitamente. As ligagbes de
hidrogénio neste estagio sdo as principais interacées que permitem a estabilidade,
nao ocorre formagao de pontes dissulfeto. Os monémeros sdo entao, associados
linearmente dando origem aos microfilamentos, e estes, estabilizados por pontes
dissulfeto, originam as fibras de B queratina (GARRET; GRISHAM, 1995). A B
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queratina € o principal constituinte de bicos e penas de aves, além de outras
estruturas epidérmicas presentes nestas e em répteis (SAID; PIETRO, 2004).
Quando exibida na conformacéo 3 a queratina € mais facilmente hidrolisada
que se exibida na conformagao a (OLIVEIRA, 2006). Por conseguinte, as penas de
frango se tornam um substrato potencialmente atrativo para sofrer agdo enzimatica e

servir como fonte de aminoacidos.

2.2 Penas de frango

As penas das aves representam uma estrutura responsavel por seu
isolamento térmico, locomogao (voo) e conformacdo estrutural (OFANIDE et al.,
1998). Estas possuem como principal componente a B-queratina (ICHIDA et al.,
2001; SUH; LEE, 2001; RAMNANI; GUPTA, 2004; THYS et al., 2004; ZERDANI et
al., 2004), sendo o material queratinoso mais abundante na natureza (CORTEZI et
al., 2008).

As penas sao constituidas por 80% de queratina, 1,2% de gordura e 1,3% de
cinzas. Desta maneira, podem ser uma fonte de nutrientes rica e balanceada para
cultivo de micro-organismos decompositores, com a possibilidade de ndo necessitar
da suplementagdo com outros nutrientes (ZERDANI et al.,, 2004). Aminoacidos
potencialmente uteis sdo de passivel obtencdo a partir das penas de aves
domésticas (ricas em serinas, cisteinas e prolinas, que sao aminoacidos raros),
sendo que estes podem ser utilizados como complemento em ragdes animais
(CORTEZI et al., 2008).

A industria avicola é responsavel pela geracdo de uma grande quantidade de
subprodutos, sendo um deles as penas, estas quando descartadas no ambiente
podem resultar em fonte poluente (ONIFADE et al., 1998). Assim, a utilizacdo deste
residuo em processos fermentativos para produgdo da enzima queratinase
proporciona uma redug¢ao substancial no gasto com a produ¢ao das mesmas, visto
que este substrato € de facil acesso e de baixo custo (GESSESSE et al., 2003). Na
producao de enzimas industrias até 30 a 40% do custo da producao € relacionado
ao custo do substrato de crescimento do micro-organismo produtor (CORTEZI et al.,
2008). Logo, a utilizagdo de penas de aves domésticas como substrato para a

fermentacdo de micro-organismos queratinoliticos oferece uma possivel tecnologia
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para obtencédo de enzimas proteoliticas (BERNAL et al., 2003). A utilizagdo de restos
de penas constitui uma solugao ecoldgica na medida em que seu acumulo pode ser
causa de poluicdo, além de favorecer o desenvolvimento de patdégenos (SINGH,
1999).

A partir de penas residuarias oriundas da industria avicola €& possivel a
producdo da farinha de penas, cujo processo utiliza vapor pressurizado. Este
processo além de requerer uma quantidade significativa de energia, destréi certos
aminoacidos essenciais e nutricionalmente importantes como metionina, lisina e
triptofano. O resultado é um produto de baixa digestibilidade e com nutrientes de
qualidade variavel (WILLIAMS et al., 1990; NITRISINPRASERT et al., 1999;
SANGALI; BRANDELLI, 2000). Contudo, a hidrélise enzimatica € um método
alternativo e promissor. Micro-organismos com atividade queratinolitica agem na
degradagdo das penas melhorando seu valor nutricional por enriquecimento
proteico, pela propria biomassa microbiana, evitando ainda, a destruicdo de certos
aminoacidos essenciais (WILLIAMS et al., 1991; MANCZINGER et al., 2003; SAID;
PIETRO, 2004).

Szabo et al. (2000) pesquisando a cepa termotolerante Streptomyces
graminofaciens observaram, no caldo de cultivo, uma porcentagem grande de
aminoacidos como arginina e treonina. Nam et al. (2002) estudaram a degradagao
de penas pela bactéria anaerdbica termofilica Fervidobacterium islandicum Aw-1 e
verificaram um aumento em aminoacidos livres tais como histidina, cisteina e lisina,
bem como outros nutricionalmente essenciais, como triptofano e metionina, os quais
sdo raros na queratina de penas, sendo provavelmente produzidos como
metabdlitos pela bactéria. Jain et al. (2011) avaliaram a degradacao de penas pelo
isolado de actinomiceto Streptomyces exfoliatus CFS 1068 e observaram a presenca
de 21 yg/mL de aminoécidos livres no hidrolisado, sendo constatada a presenga de
seis aminoacidos essenciais, sendo eles, arginina, lisina, fenilalanina, isoleucina,
leucina e valina.

Nos meios de cultivo, as penas sao importantes fontes de carbono, enxofre e
energia para o crescimento do micro-organismo. As penas podem ser adicionadas
ao meio de cultivo inteiras (BOCKLE et al., 1995; SANGALI; BRANDELLI, 2000;
RIFFEL et al., 2003; THYS et al., 2004; RAMNANI; GUPTA, 2004) ou moidas na
forma de um po6 fino (WILLIAMS et al., 1991; LIN et al., 1992; CHENG et al., 1995;
NITISINPRASERT et al., 1999; SZABO et al., 2000; KIM et al., 2001; SUH; LEE,
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2001). Neste caso, o ato de moé-las resulta na clivagem das ligagdes dissulfeto, o
que torna a queratina mais susceptivel a digestdo proteolitica por proteases tais
como tripsina e proteinase K. Szabo et al. (2000), entretanto, estudando a estirpe de
Streptomyces graminofaciens observaram que a queratinase dessa bactéria parece

ser mais eficiente na digestdo de penas ndo moidas.

2.3 Enzimas Queratinoliticas

As proteases ou enzimas proteoliticas sdao enzimas capazes de realizar
clivagem das ligacdes peptidicas de proteinas e peptideos (NEURATH, 1989). Estas
pertencem a classe das hidrolases, ou seja, sdo enzimas que promovem reagdes de
hidrolise, transferéncia de grupos funcionais para agua (NELSON; COX, 2011). Sao
importantes biologicamente, tanto em patologia e fisiologia humana como na
tecnologia, pois, apresentam grande potencial em hidrolisar substratos (BARRET et
al., 2001). As proteases formam um complexo grupo de enzimas que variam
enormemente em suas caracteristicas fisico-quimicas e cataliticas (RAO et al.,
1998).

Devido ao fato das proteases catalisarem, essencialmente, a mesma reacéo,
ou seja, a hidrdlise de ligagdes peptidicas, estas nédo sado satisfatoriamente
classificadas conforme os métodos utilizados para maioria das enzimas (BARRET et
al., 2001). Todavia, critérios majoritarios sao utilizados para classificagcdo das
proteases, como, (i) o tipo de reacao catalisada, sendo endo ou exoproteases; (ii) pH
de atividade o6tima, sendo proteases acidas, neutras ou alcalinas; (iii) natureza
quimica e mecanismo do sitio catalitico, sendo nomeadas as serino, cisteino,
aspartil, treonino, ou metaloproteases; e (iv) relagdes evolutivas quanto a sua
estrutura (RAO et al., 1998; RAWLINGS; BARRET, 1999; EKICL et al., 2008; PAGE;
DI CERA, 2008).

As queratinases constituem um grupo de proteinases cujo mecanismo de
acao catalitica ndo € ainda completamente compreendido, porém sdo importantes
na hidrolise de penas, cabelos, pelos, colageno, no tratamento de aguas residuarias
e desobstrugcdo de sistemas de esgoto (CHITTE et al.,, 1999), além de serem
aplicadas em industrias de alimentos, téxteis, de couro, na medicina, em cosmético

e no processamento industrial de aves domésticas (FARAG; HASSAN, 2004). Estas
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enzimas sdo amplamente distribuidas na natureza, sendo produzidas por uma gama
de micro-organismos (NITISINPRASERT et al., 1999). A maioria das queratinases,
independente do micro-organismo produtor, € extracelular com massa molecular
geralmente inferior a 50 kDa, sendo predominantemente classificadas como serino
ou metaloproteases (GUPTA; RAMNANI, 2006).

As queratinases que sao ativas extracelularmente s&o exportadas do local de
sintese dentro da célula para agirem no meio externo. Entretanto, varios estudos
sugerem evidéncias de atividade associada a célula, como no caso das proteases
de Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton rubrum (ONIFADE et al., 1998). As
queratinases descritas na literatura sdo em sua maioria, moderadamente
termofilicas (45° - 90°C), alcalinas (pH 7,5 - 10,0) sendo que existem poucas
informacdes disponiveis sobre as condigdes fisico-quimicas que melhorariam a sua
secrecao (BERNAL et al., 2003).

A maioria das queratinases requer a presenca de queratina como indutor,
porém, existem queratinases que agem sobre outros substratos, como aquela
sintetizada por Bacillus licheniformis, que atua sobre soro albumina bovina, colageno
e elastina além de atuar sobre a queratina de penas (LIN et al., 1992; CHITTE et al.,
1999).

De fato, essa classe particular de enzimas proteoliticas ganhou importancia
nos ultimos anos por conta de seu potencial de hidrélise de substratos queratinosos

(LATEEF et al., 2010) e consequente aplicagdo no mercado biotecnoldgico.

2.4 Micro-organismos produtores de queratinase e produgao da enzima

A hidrélise enzimatica de penas a partir de micro-organismos queratinoliticos
representa uma alternativa eficaz para produgdo de farinha de penas
(MANCZINGER et al., 2003), pois, resulta em um produto com maior valor nutricional
devido a preservagcdo de aminoacidos essencial nesse substrato (SANGALI;
BRANDELLI, 2000).

Estes micro-organismos, sejam termofilicos ou mesofilicos, sdo encontrados
em muitos locais, com e sem histérico de deposicdo ou presenca de material
queratinoso, incluindo ambientes aerdbicos ou anaerdbicos. Assim, a producido de

queratinase por micro-organismos, aparentemente, € comum na natureza em
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diversas condi¢cdes ecoldgicas, indicando que estes micro-organismos participam
dos processos de ciclagem do carbono, nitrogénio e enxofre das moléculas de
queratina. Neste sentido, explorar a diversidade microbiana pode resultar no
conhecimento de novas queratinases com potencial para aplicagao biotecnoldgica
(BRANDELLI et al., 2010).

Diversos micro-organismos podem sintetizar a enzima queratinase, portanto,
a busca pelo isolamento de micro-organismos que produzam enzimas
queratinoliticas mais resistentes, especificas e termoestaveis, a fim de serem
aplicadas na industria, tem o interesse de diminuir possiveis impactos ambientais
(RIESSEN; ANTRANIKIAN, 2001). Dentre os micro-organismos com atividade
queratinolitica encontram-se os fungos (BOCKLE et al., 1995) e as bactérias
(WILLIAMS et al., 1991).

A produgado de queratinase € geralmente induzida pela queratina (CHAO et
al., 2007; ANBU et al., 2005; CAI et al., 2008; GHOSH et al., 2008) presente em
substratos queratinosos no meio de cultivo. Contudo, existem estudos que relatam a
produgdo de queratinase a partir de outros substratos, na auséncia de queratina
(CHENG et al., 1995; KIM et al., 2001; KUBLANOV, 2009), dentre eles, a farinha de
soja (GRADISAR et al., 2005), farelo de soja (PILLAI; ARCHANA, 2008), leite
desnatado (MITSUIKI et al., 2002), pé de casca de camardao (WANG et al., 2008),
gelatina (THYS et al., 2006), caseina de soro de queijo (CASARIN et al., 2008).

O género Bacillus apresenta representantes que se destacam como
importantes produtores de queratinase (GIONGO et al., 2007; CORREA et al., 2010;
NAGAL; JAIN, 2010; BRANDELLI et al., 2010). Entre as espécies descritas como
queratinoliticas podem ser destacadas, B. cereus (KIM et al., 2001; GHOSH et al.,
2008; LATEEF et al., 2010); B. amyloliquefaciens (GIONGO et al., 2007; CORTEZI
et al., 2008); B. subtilis (KIM et al., 2001; MACEDO et al., 2005; GIONGO et al.,
2007; BALAJI et al., 2008; PILLAI; ARCHANA, 2008; CAIl; ZHENG, 2009; MAZOTTO
et al., 2010; JEONG et al., 2010); B. pumilus (KIM et al., 2001; KIM et al., 2005; SON
et al. 2008); B. megaterium (PARK; SON, 2009); B. licheniformis (WILLIAMS et al.,
1990; MANCZINGER et al., 2003; FAKHFAKH-ZOUARI et al., 2009; TIWARY;
GUPTA, 2010); B. pseudofirmus (GESSESSE et al., 2003; KOJIMA et al., 2006) e B.
halodurans (TAKAMI et al., 1999; PRAKASH et al., 2010).
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Nitisinprasert et al. (1999) observaram que as cepas Bacillus licheniformis e
Bacillus pumilus, isoladas de residuos de aves domésticas e solo, exerceram agao
sinergética na degradagao de penas.

Szabo et al. (2000) isolaram uma cepa de Streptomyces graminofaciens
termotolerante que utilizou penas trituradas como unica fonte de carbono e
nitrogénio. A adigdo de glicose e peptona em baixas concentragdes mostrou-se
benéfica para o crescimento celular, especialmente logo apds a inoculagao.
Verificou-se que em baixas concentragcdes de penas a degradacgao foi mais rapida
(24 - 48 horas), quando utilizada concentragao de 10% (m/v) de penas, esta ocorreu
mais lentamente e apresentou seu apice com uma semana de cultivo.

Kim et al. (2001) isolaram bactérias a partir de residuos de processamento de
aves domeésticas, sendo que Bacillus subtilis, Bacillus pumilus e Bacillus cereus
foram as cepas que degradaram penas de forma mais eficaz. Penas de frango foram
usadas como substrato para produg¢ao da enzima queratinase pelas trés cepas. Na
presenca de caseina, B. subtilis apresentou um aumento consideravel na producao
de enzima, enquanto que B. pumilis sofreu inibi¢do. A farinha de penas também foi
utilizada no cultivo dos trés micro-organismos, mostrando ser um substrato
ineficiente para producdo de enzimas no cultivo de B. subtilis e B. cereus, mas
eficiente quando adicionado ao meio de cultivo de B. pumilis.

Ainda neste sentido, as condi¢cbes 6timas para a producédo de enzimas por B.
subtilis foram 40°C e pH 5,0 — 9,0; para o B. pumilis 40°C e pH 5,0 - 6,0; ja para o B.
cereus foram 30°C e pH 7,0. Vale ressaltar que os trés isolados demonstraram ser
termotolerantes, sendo que B. subtilis e B pumilis foram capazes de crescer a 55°C,
ja B. cereus foi capaz de crescer a 40°C. A atividade queratinolitica foi determinada
para cada cepa, sendo a maxima de 161 U/mL para B. subtilis e de 149 U/mL para
B. pumilis, ambas obtidas apds 72 horas de cultivo. Para B. cereus, a atividade
queratinolitica maxima foi de 117 U/mL apds 60 horas de cultivo.

Gessesse et al. (2003) isolaram duas bactérias alcalofilicas produtoras de
queratinase. As bactérias utilizaram penas de frango como uUnica fonte de carbono e
nitrogénio, sendo capazes de crescer e produzir queratinase. A adi¢cao de 0,5%
(m/v) de glicose ao meio de cultura resultou em um aumento na produg¢do da enzima
produzida por Bacillus pseudofirmus e suprimiu a produgéo por Nestemkoria sp.

Suntornsuk e Suntornsuk (2003) estudaram as condi¢des que influenciaram a
degradagao de penas pela cepa Bacillus sp. Os resultados mostraram que as penas
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foram quase totalmente degradadas quando utilizadas inteiras a 1% (m/v), 5% (v/v)
de inoculo, temperatura de 37°C e velocidade de agitagcdo de 250 rpm. Foi estudado
ainda a influéncia da adicdo de glicose, metanol, Tween 80 e Triton X-100,
comprovando-se que 0s mesmos nao exerceram influéncia na degradagao de
penas.

El-Rafai et al. (2005) isolaram, a partir de amostra de solo, diferentes
bactérias com capacidade de degradar penas. Uma das cepas apresentou alta
atividade queratinolitica e foi identificada por sequenciamento do gene que codifica
para RNA ribossomal 16S como Bacillus pumilus FH9. As condigbes de cultivo que
resultaram em completa degradacdo de penas foram pH 8,0; 2% (v/v) de inoculo,
velocidade de agitacdo de 200 rpm, 37°C em 48 horas. Nestas condi¢des, a
atividade queratinolitica reportada foi de 647 U/mL.

Anbu et al. (2005) realizaram um estudo com a cepa Scopulariopsis
brevicaulis isolada de solo de industria de frango na india. Uma queratinase
extracelular foi isolada e purificada a partir deste fungo. A enzima purificada foi
caracterizada como uma proteina monomérica com massa molecular de 39 kDa
quando avaliada por dodecil-sulfato de sodio de poliacrilamida (SDS-PAGE).
Planejamento do tipo Box-Behnken Design foi realizado para verificar a estabilidade
da enzima em diferentes valores de pH (4,0 — 11,0) e temperatura (15 - 65°C). Os
resultados mostraram que a queratinase foi ativa em condi¢des alcalinas, com um
6timo de pH 8,0. Os valores obtidos para atividade da queratinase decairam com o
aumento do pH a partir deste valor. A temperatura 6tima para atuacdo da
queratinase foi determinada como 40°C. Acima de 50°C a enzima foi
aproximadamente inativada.

Giongo et al. (2007) obtiveram 86 isolados a partir de peixes da bacia
Amazoénia Brasileira dentre os quais selecionaram trés cepas de Bacillus spp.
denominadas P6, P7 e P11. Por anélises morfoldgicas e bioquimicas os isolados
foram identificados e analises das sequéncias de DNA ribossomal 16S
apresentaram mais de 99% de similaridade com Bacillus subtilis, Bacillus
amyloliquefaciens e Bacillus valesensis, respectivamente. Atividade proteolitica foi
observada para as trés cepas na faixa de pH 7,0 - 11,0, sendo a atividade
queratinolitica também monitorada. Penas de frango foram utilizadas como fonte

primaria de carbono, nitrogénio e energia, sendo que consideravel degradacao das
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mesmas foi observada apds 72 horas de incubacgio, contudo as raques das penas
nao foram extensivamente degradadas.

A influéncia da temperatura sobre a atividade e estabilidade da enzima
também foi determinada. As enzimas se apresentaram relativamente estaveis a
37°C, mas depois de 60 minutos foram inativadas a 55°C. A atividade maxima foi
avaliada a uma temperatura em torno de 45°C para todas as enzimas. A atividade
queratinolitica foi determinada em diferentes valores de pH e a 45°C. As proteases
produzidas por P7, P6 e P11 mostraram-se ativas em pH alcalino com maxima
atividade em pH 9,0 e ainda apresentaram eficiéncia quanto a capacidade
depilatéria em pele de bovinos. Em pH 7,0 foi notada uma redugéo significativa da
atividade enzimatica. fons metalicos como Ca?*, Mg* e Zn*" foram testados nao
apresentando importantes efeitos na atividade enzimatica, mas Hg?* apresentou
capacidade de inibir completamente a atividade proteolitica. Detergentes como
Triton X-100, Tween 20 e SDS (dodecil-sulfato de sédio) ndo foram capazes de inibir
as proteases secretadas.

Cortezi et al. (2008a) isolaram e estudaram uma bactéria com grande
capacidade em degradar penas de frango inteiras. A mesma foi identificada como
Bacillus amyloliguefaciens. Neste estudo, fermentagdes realizadas em mesa
agitadora (Shaker) mostraram que maior atividade da enzima e consequente
degradagao de penas foram obtidas quando a estirpe foi cultivada sob as condi¢des
de 40°C, 150 rpm, 1% (m/v) de penas, 2% (v/v) de inoculo em meio de cultura
descrito por Williams et al. (1990). Andlises do hidrolisado de penas revelou a
presenga dos aminoacidos cisteina, prolina, serina, metionina, sugerindo desta
forma sua utilizacdo em ragbes animais. Em outro trabalho, Cortezi et al. (2008b)
caracterizaram a enzima bruta sintetizada por Bacillus amyloliquefaciens, verificando
que a mesma apresentou pH 6timo de 8,0 e temperatura 6tima de 50°C. A atividade
queratinolitica foi significantemente inibida por EDTA - &cido etilenodiamino tetra-
aceético (50 mM) e ativada quando incubada com mercaptoetanol (0,1 € 0,5% v.v).

Ghosh et al. (2008) objetivaram em seu estudo a degradagéo de penas por
Bacillus cereus DCUW. Neste trabalho, penas “in natura” foram utilizadas como
substrato para producdo de queratinase, sendo a temperatura de crescimento
variada em uma faixa de 25 — 40°C, com temperatura 6tima para atividade
queratinolitica observada entre 30 — 37°C. Apds degradacdo das penas, a

composi¢ao de aminoacidos do hidrolisado foi avaliada por anédlise em sistema de
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cromatografia liquida de alta eficiéncia - HPLC (LC-10A, Shimadzu), de modo que os
mesmos foram encontrados nas seguintes concentragdes: acido aspartico 2,7
Mg/mL; treonina 4,9 ug/mL; serina 2,59 pg/mL, acido glutdmico 4,6 pg/mL; prolina
1,44 ug/mL; glicina 2,36 pg/mL; alanina 2,27 pg/mL; valina 2,23 pg/mL; metionina
0,63 pg/mL; isoleucina 2,0 pg/mL; leucina 3,35 pg/mL; tirosina 3,59 pg/mL;
fenilalanina 1,67 pg/mL; histidina 3,4 pg/mL; lisina 9,5 pg/mL; triptofano 1,33 pg/mL;
argenina 2,5 yg/mL.

Cai et al. (2008) isolaram uma cepa com potencial em degradar penas de
frango identificada como Bacillus subtilis. Um screening de bactérias mutantes foi
realizado utilizando metagénese N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina e a cepa
mutante KD-N2 produziu 2,5 vezes maior atividade queratinolitica (60,9 U/mL) que a
cepa selvagem (24,3 U/mL). A cepa KD-N2 foi entdo cultivada em diferentes
substratos queratinosos (penas, pelos, 1& e seda). Penas de frango a 1% foi
considerado o melhor substrato para producdo de queratinase. As melhores
condigcbes de cultivo para a cepa KD-N2 e produgdo de queratinase foram
determinadas como pH inicial de 7,5, 2% (v/v) de inoculo, 23°C e 200 rpm.

Park e Son (2009) estudaram a cepa mesofilica Bacillus megaterium F7-1
com o objetivo de avaliar as melhores condigdes de cultivo e produgdo da enzima
queratinase. As condi¢des 6timas de crescimento foram pH 7,0 — 11,0 e temperatura
de 25 - 40°C. A produgao de queratinase foi induzida na presenga de penas de
frango, sendo estas totalmente degradadas apds sete dias. A adigdo no meio de
cultivo de 0,6% (m/v) de leite desnatado aumentou em 9,4 vezes a produgdo da
enzima, resultando em uma atividade queratinolitica de 468 U/mL quando
comparado ao cultivo realizado na auséncia de leite desnatado.

Considerando o grupo actinobactérias, muitos representantes também estao
em constante estudo por sua elevada capacidade de produgdo da queratinase.
Letourneau et al. (1998) isolaram a partir de penas degradadas naturalmente, uma
Streptomyces sp. produtora de elevada atividade queratinolitica quando cultivado em
meio de cultura contendo farinha de penas.

Kansoh et al. (2009) isolaram a partir de amostras de solo coletadas em
diversas localidades do Egito diferentes espécies de Streptomyces spp. Vinte e um
desses isolados apresentaram atividade proteolitica, oito demonstraram capacidade
em degradar queratina, desses, dois apresentaram alta atividade queratinolitica,
sendo estes identificados como Streptomyces albidus E4 e Streptomyces



25

griseoaurantiacus ES5. Algumas condicées de cultivo foram avaliadas com a
finalidade de obter maxima producido de queratinase. A suplementagcdo do meio de
cultivo com galactose proporcionou a maior produgdo da enzima por ambas as
cepas, ja a adicao de nitrato de aménio foi considerada uma boa fonte de nitrogénio
para a producao de queratinase por S. albidus E4. A maxima produgao de enzima foi
obtida no quinto dia de incubagdo e sob as condicbes de 30°C e pH 8,0 para
Streptomyces ssp. E4 e E5. Ambas as cepas produziram queratinase quando
cultivadas em diferentes substratos queratinosos, sendo estes, pena, 1a, unha e
cabelo.

Lateef et al. (2010) isolaram a cepa Bacillus cereus LAU 08 a partir de penas
de frango. Para producdo de queratinase foram utilizadas, separadamente, trés
fontes de queratina, a saber, cascos, chifres e penas. A temperatura de crescimento
utilizada foi a mesma para os trés substratos, sendo de 37°C. As atividades
queratinoliticas e proteoliticas foram avaliadas em cada caso e valores considerados
elevados pelos autores foram registrados para as trés fontes de queratina. Conforme
o substrato e a atividade em estudo, as atividades maximas foram obtidas dentro de
24 a 96 horas de cultivo. Os autores reportaram atividades de 67,9; 63,1 e 51,7
U/mL, respectivamente para cascos, chifres e penas. Ja para atividade proteolitica,
0s maximos valores reportados foram 11860, 820 e 126 U/mL, sendo os substratos
queratinosos, concomitantemente, penas, cascos e chifres. Segundo os autores, as
condicbes Otimas para obter a maior atividade queratinolitica foram determinadas
em pH 7,0 e 50°C, contudo, a enzima apresentou mais de 50% de sua atividade em
uma faixa de pH 7,0 — 9,0 e temperatura de 40 - 70°C. O isolado se mostrou capaz
de degradar completamente penas de frango inteiras em um periodo de sete dias a
uma temperatura de 30 £ 2°C.

Fakhfakh-Zouari et al. (2010) isolaram uma bactéria queratinolitica a partir de
agua poluida de matadouro de frangos, esta foi identificada como Bacillus pumilus
A1. A composicdo do meio de cultivo e condi¢cbes para producdo de queratinase
foram otimizadas utilizando dois métodos estatisticos: palanejamento Plackett-
Burman e Delineamento Composto Central. A optimizacdo do meio de cultivo
resultou em um aumento de 3,4 vezes na produgdo da enzima (87,73 U/mL) em
comparagao ao meio inicial (25,9 U/mL). Os autores observaram completa
solubilizacdo das penas apds 6 horas de incubacéo.
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Quando realizada a caracterizacdo da queratinase, verificou-se que a mesma
apresentou-se mais ativa quando incubada entre 50 e 70°C, sendo que a maxima
atividade queratinolitica ocorreu a 55°C em pH 9,0. Quanto a influéncia de ions
metalicos na atividade da enzima observou-se que a adigdo de Ca®* e Na'
aumentaram a atividade queratinolitica em 50 e 22%, respectivamente. No entanto,
Cu®**, Mn** e Hg' inibiram a atividade queratinolitica (28, 47, e 92%,
respectivamente), M92+, Ba®" e K * ndo demostraram influéncia sobre a enzima e
fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) e acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) - (5
mM) inibiram a a¢do da enzima.

Lin e Yin (2010) isolaram e identificaram uma espécie de Bacillus licheniformis
YJ4 com alta atividade queratinolitica. A cepa foi cultivada por 72 horas em meio de
cultura contendo farinha de penas (0,5%), NH4Cl (0,05%), NaCl (0,05%), KoHPO4
(0,04%), KH2PO4 (0,03%), MgCl»,(0,01%) extrato de levedura (0,01%) e casca de
arroz (0,1%), o cultivo foi realizado a 37°C. Deste cultivo, foram purificadas duas
queratinases (queratinase | e Il) com massas molares de 355 e 32,8 kDa,
respectivamente. A estabilidade das queratinases foram avaliadas em diferentes
valores de pH (3,0 - 11,0) e temperatura (10 - 90°C), sendo que ambas se
mantiveram estaveis em uma faixa de pH 6,0 - 10,0 e temperatura de 10 - 50°C. O
pH e temperatura 6timos foram semelhantes para as queratinases, a saber pH 9,0 e
temperatura 60°C. O estudo com inibidores metalicos e agentes redutores
mostraram que a queratinase | foi considerada uma cisteina protease, enquanto que
a queratinase |l foi considerada uma serina protease.

Shrinivas e Naik (2011) estudaram uma protease alcalina termofilica
produzida por Bacillus sp. JB 99 que exibiu atividade queratinolitica. A enzima foi
purificada por precipitagcdo com sulfato de aménio seguida por cromatografia CM-
celulose e Sephadex G-100, e apresentou uma atividade especifica de 2989,6 U/mg.
A protease purificada apresentou massa molar de 29 kDa. A influéncia do pH (6,0 -
13,0), temperatura (30 - 90°C), possiveis inibidores de protease (acido
etilenodiamino tetra-acético - EDTA 5 mM; fluoreto de fenilmetilsufonil - PMSF 1 mM;
1,10-fenantrolina 5 mM; 1-cloro-3-tosilamido-4-fenil-2-butanona - TPCK 1 mM) e
ions metalicos foram avaliados. O pH 6timo para atividade queratinolitica foi 11,0,
enquanto que a temperatura foi 70°C. Quanto a agao dos inibidores de proteases,
PMSEF inibiu completamente a atividade da enzima, TPCK inibiu 80% da atividade

proteolitica e 75% da atividade queratinolitica, além disso EDTA e 1,10-fenantrolina
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ndo inibiram a enzima. Os ions metalicos Ca?*, Ba?*, Mg** exerceram aumento da
atividade enzimatica, ja a adicdo de Zn%" resultou em diminuicdo e Fe®* nao
apresentou influéncia.

Jellouli et al. (2011) purificaram uma serino protease alcalina produzida por
Bacillus licheniformis MP1 com massa molar de 30 kDa. Um estudo da enzima foi
realizado determinando-se a influéncia do pH na atividade e estabilidade da
protease, a faixa de pH variou de 6,0 - 13,0 a 70°C, utilizando caseina 1% (w/v)
como substrato. A influéncia da temperatura foi avaliada abrangendo uma faixa de
50 - 80°C . Os autores avaliaram também a influéncia de ions metalicos (5 mM) e
inibidores de proteases na atividade da enzima, Na*; K*; Ca®*; Mn?*; zn?*; Cu®";
Ba®"; Mg®* ; Hg®*; PMSF, EDTA, B-Mercaptoetanol e DTNB (Acido 2,2'-dinitro-5,5'-
ditiodibenzoico ). Além destes, estudou-se ainda a influéncia de solventes organicos
na estabilidade da enzima (etanol, metanol, hexano, N,N-dimetil-formamida - DMF,
dimetilsufoxido - DMSO) assim como, surfactantes (Triton X-100, Tween 80 e
Dodecil sulfato de soédio - SDS). O pH e temperatura 6timos para atividade
proteolitica foram 10,0 e 70°C, respectivamente. Os resultados revelaram alta
estabilidade da enzima em pH alcalino, surfactantes nao ibnicos e relativa
estabilidade em SDS.

Sapna e Yamini (2011) realizaram um estudo no qual coletaram amostras de
solos com cabelo e penas residual, destas amostras isolaram micro-organismos
queratinoliticos. Todas as coletas foram realizadas na india. As cepas descritas
como BS-1, BS-2, BS-3 e BS-4 apresentaram potencial queratinolitico, sendo
selecionadas para estudo da estabilidade da queratinase em diferentes valores de
pH (6,0 - 9,0) e temperatura (26°C, 30°C, 34°C e 38°C). O pH étimo para agao da
queratinase de BS-1, BS-2, BS-3 e BS-4 foi de 7,5; 9,0; 8,0 e 8,5, enquanto que a
temperatura 6tima foi de 30, 38, 26 e 34°C, respectivamente.

Mazotto et al. (2011) isolaram dezessete diferentes micro-organismos
queratinoliticos a partir de residuos de aves em decomposi¢cdo. Apos cultivo em
meio minimo contendo penas de frango como unica fonte de carbono e nitrogénio,
trés isolados apresentaram crescimento acentuado e degradagao de penas, sendo
identificados como Bacillus subtilis LFB-FIOCRUZ 1270, Bacillus subtilis LFB-
FIOCRUZ 1273, e Bacillus licheniformis LFBFIOCRUZ 1274. As trés cepas foram
cultivadas em meios contendo penas inteiras e farinha de penas, segundo os

autores as queratinases extracelulares e peptidases foram produzidas apés sete
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dias de cultivo. Farinha de penas foi considerada o melhor substrato para produgao
da enzima peptidase pelos trés Bacillus obtendo-se as atividades de 1273, 412 e
463 U/mL, respectivamente. As trés cepas foram capazes de degradar penas
inteiras (40 - 95%) produzindo de 1,9 a 3,3 mg/mL de proteinas soluveis.

Bach et al. (2011) avaliaram o potencial queratinolitico de trés bactérias gram-
positivas isoladas de solo brasileiro, sendo estas identificadas como Aeromonas
hydrophila K12, Chryseobacterium indologenes A22 e Serratia marcescens P3,
objetivando-se o0 estudo de caracterizacdo das proteases produzidas pelas cepas.
As proteases sintetizadas pelas cepas K12, A22 e P3 apresentaram pH 6timo de
8,0; 7,5 e 6,0; respectivamente. As temperaturas o6timas foram determinadas
abrangendo uma faixa de 45 - 55°C. Todas as trés proteases foram ativas em
azoqueratina e inibidas por EDTA, sugerindo que estas sejam metaloproteases.
Solventes orgénicos e SDS estimularam a atividade proteolitica da cepa K12,
sugerindo que essa enzima tem potencial para aplicagdo em formulagdo de
detergentes e sintese de peptideos.

Ali et al. (2011) realizaram um estudo com o fungo Aspergillus oryzae NRRL-
447, utilizando meio com penas de frango como fonte de carbono e nitrogénio para
producdo de enzima queratinase. As condicdes 6timas para producdo da enzima
foram de 30°C e 150 rpm, sendo que a completa degradagdo das penas foi
observada apés cinco dias de incubacdo. Os autores também realizaram um estudo
de caracterizagdo enzimatica no qual avaliaram a influéncia do pH, temperatura e
ions metalicos na atividade queratinolitica. Os resultados demonstraram que a
enzima parcialmente purificada foi ativa em condi¢des alcalinas e neutra com 6timo
de atividade em pH 7,0. Quanto a influéncia da temperatura, a faixa estudada foi de
40 - 90°C, com otimo em 70°C. A adicdo de EDTA diminuiu a atividade
queratinolitica em 28%. A adicdo de Mercaptoetanol resultou em aumento de 19%
da atividade da queratinase. A enzima foi fortemente inibida por Hg?* e Ag".

Ni et al. (2011) realizaram um estudo visando melhorar a producéo de
queratinase por Bacillus licheniformis ZJUEL31410. Os experimentos foram
realizados a partir de um planejamento fatorial simples e planejamento Box-Behnken
(BBD). As variaveis estudadas foram concentragéo inicial de penas, pH inicial,
adicao de sais de amoénia e sais de nitrato, adi¢cao de farinha de milho, concentragao
de glicose e K;HPO, iniciais. Os resultados mostraram que a producdo de

queratinase foi dependente da concentragdo inicial de penas, sendo 2% a
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concentracado considerada 6tima. A producdo de queratinase quando utilizado 0,5%
de penas foi aproximadamente sete vezes menor que a queratinase produzida a 2%
de penas, além disso, a 2,5% de penas os autores reportaram repressdo enzimatica.

Jayalakshmi et al. (2011) investigaram as condi¢bes ideais para cultivo de
Streptomyces sp. JRS19 e produgcdo de queratinase. Dentre as condigbes
estudadas, avaliou-se a influéncia da temperatura (20 - 40°C) e pH inicial (5,5 - 8,0),
adicdo de diferentes fontes de carbono (dextrose, maltose, sacarose, galactose e
manitol a 2%) e nitrogénio (extrato de carne, peptona, caseina, extrato de levedura e
gelatina a 0,1%), além da adigdo de diferentes aminoacidos (alanina, valina,
asparagina, metionina e histidina a 5 mM). Os resultados revelaram que a
temperatura de 30°C foi considerada 6tima para produgao de queratinase resultando
em 3,17 U/mL apds seis dias de cultivo. Os autores relataram que 7,0 foi
considerado o pH 6timo, além disso, a adicao de sacarose e peptona resultaram em
aumento significativo na produgéo de queratinase.

Sahoo et al. (2012) isolaram uma bactéria de solo de lixdo na india, esta foi
identificada como Bacillus weihenstephanensis PKD-5 por analise morfolégica e
fisico-quimica, assim como analise da sequéncia do gene DNA ribossomal 16S.
Uma queratinase extracelular foi produzida em cultivo realizado em meio de cultura
contendo penas de frango como unica fonte de carbono e nitrogénio. Um estudo das
melhores condi¢gdes para producdo de queratinase foi realizado sendo que as
condi¢des Otimas para produgado da enzima foram pH inicial 7,0; inoculo 2% (v/v) e
40°C. A maior atividade queratinolitica observada ocorreu apds sete dias de cultivo e
a velocidade de agitagao de 120 rpm, resultando em 6,95 U/mL.

Cedrola et al. (2012) investigaram as condigbes de cultivo para producao de
queratinases e degradagao de penas de frango por Bacillus subtilis SLC, visando o
potencial da cepa em reciclar residuos descartados pela industria do frango. A cepa
foi isolada de residuos da agroindustria coletados em uma granja localizada no
Brasil e analises do gene DNA ribossomal 16S confirmaram a cepa como
pertencente a espécie Bacillus subtilis. O estudo constatou elevada producado de
queratinase quando o meio de cultivo foi feito em pH 8,0 com atividade
queratinolitica de 280 U/mL. A atividade foi maior quando o inoculo foi propagado
por 72 horas em 1% de penas, suplementado com 0,1% de extrato de levedura.
Quanto ao extrato enzimatico, as queratinases foram ativas em uma faixa de pH 2,0

- 12,0; com atividade maxima em pH 10,0 e temperatura de 60°C. Todas as
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queratinases descritas foram consideradas serino peptidases. O extrato enzimatico
bruto degradou queratina, gelatina, caseina e hemoglobina. Microscopias eletrbnicas
de varredura mostraram que as células de Bacillus aderiram as superficies das
penas apds 98 horas de cultivo e a degradagao dos filamentos foi observada. A
presenca de sulfeto foi detectada no meio extracelular, provavelmente auxiliando a
quebra das pontes de sulfeto na queratina das penas. A adicdo de sulfeto externo
aumentou a degradacéao das penas.

Queiroga et al. (2012) realizaram estudo no qual isolaram 115 cepas
provenientes de 1a de ovinos Merino Portugués. Destas, cinco cepas apresentaram
potencial em degradar |4. Todas as cepas selecionadas pertencem ao género
Bacillus, provavelmente subtilis e licheniformis como mostrou o sequenciamento de
DNA ribossomal 16S. Os cinco isolados foram capazes de crescer, degradar la e
penas de galinha tanto nas formas nativas quanto moidas. Cabelo e unhas humanas
também foram degradados, mas em menor grau. A melhor atividade queratinolitica
foi observada quando utilizado farinha de penas para a maioria dos isolados.

Ghasemi et al. (2012) isolaram e identificaram bactérias com alta atividade
queratinolitica de diferentes fontes de residuos de aves em decomposi¢do no solo
de Shiraz, no Iran. Uma triagem inicial mostrou 30 cepas com alta atividade
proteolitica que foram transferidas para meio basal contendo penas de frango como
unica fonte de carbono, enxofre e nitrogénio. As atividades queratinoliticas de 13
isolados que cresceram bem neste meio foram analisadas utilizando azoqueratina
como substrato. Os isolados foram identificados através do sequenciamento do gene
DNA ribossomal 16S, e destes, Bacillus sp. MKR5 foi 0 que exibiu maior atividade
queratinolitica (225 U/mL), sendo, portanto, escolhido para posterior caracterizagao.
MKRS5 apresentou crescimento em uma vasta escala de temperatura, de 20- 50°C. A
degradagdo completa de penas foi alcangada quando a temperatura de 40°C foi
utilizada apdés 24 horas de fermentacdo. A cepa produziu uma queratinase
termoestavel com atividade 6tima a 70°C e pH 8,0. A atividade da enzima cresceu
significativamente quando mercaptoetanol foi utilizado com agente redutor. A
queratinase teve ainda sua atividade substancialmente aumentada quando Co%,
Mgz++, Triton X-100, Tween-80 e EDTA foram adicionados ao meio, porém, a adicao
de SDS causou sua inibigao.

Han et al. (2012) isolaram de solo contendo despejo de penas uma bactéria
capaz de degradar penas de frango. Esta foi identificada com Pseudomonas
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aeruginosa C11 com base em analises de sequencias de DNA ribossomal 16S. Uma
protease queratinolitica foi purificada do meio fermentado e caracterizada. Esta
queratinase apresentou capacidade em degradar fortemente penas com 24 horas de
fermentacao a 37°C. A queratinase foi estavel na faixa de pH entre 5,0 - 10,0; e a
temperatura abaixo de 50°C, com étimo de pH 7,5 e 60°C. A adi¢do de Mn®* a 2 mM
estimulou a atividade queratinolitica em 21%, enquanto que Co %*, Cu®**, Zn?**, Hg?**,
Pb%" e Fe?" inibiram a atividade queratinolitica. A atividade da queratinase também
foi fortemente inibida por EDTA, mas nao por PMSF o que indicou que a queratinase
€ uma metaloprotease.

Tork et al. (2013) cultivaram em meio contendo farinha de penas a cepa
Bacillus subtilis NRC3 que secretou uma enzima queratinolitica de 32 kDa. A
queratinase foi purificada e parcialmente caracterizada por ensaios bioquimicos. A
atividade enzimatica da queratinase purificada foi estimulada por Na*, K, M92+,
Ba®*, Ca®* e inibida por inibidores de metaloproteases, o que indica ser a enzima
pertencente a este grupo. O pH 6timo e temperatura para a enzima purificada foram
de 7,5 e 50°C, respectivamente.

Sivakumar et al. (2013) isolaram a cepa Bacillus thuringiensis TS2 de solo
contendo residuos de penas. Uma queratinase produzida utilizando a cepa foi
caracterizada. A producado de queratinase pela cepa Bacillus thuringiensis TS2 foi
estavel em pH 10,0 apresentando atividade especifica maxima de 102,16 U/mg e a
50°C com atividade especifica maxima de 52,16 U/mg. A atividade proteolitica foi
ligeiramente estimulada por CaCl, e MgCl,, mas foi fortemente inibida por CuSO4 e
ZnSQO,. 2-mercaptoetanol causou uma inibicdo moderada na atividade proteolitica,
enquanto que EDTA inibiu quase que completamente a agao da enzima.

Villa et al. (2013) estudaram os efeitos de hidrolisados queratinoliticos obtidos
a partir de penas de frango em fibras capilares. A cepa utilizada foi Bacillus subtilis
AMR. O micro-organismo foi cultivado em meio contendo 1% de penas, pH 8,0,
suplementado com 0,01% de extrato de levedura, durante 5 dias a 28°C sob
agitagdo. Os hidrolisados foram obtidos por centrifugagdo e ultrafiltragcdo em
membrana (Millipore — YC05) do meio fermentado. Preparagdes comerciais de
hidrolisados de queratina foram utilizadas como padrdo. Apds os cinco dias de
fermentacdo 95% das penas foram degradadas pelas queratinases do micro-
organismo. Analises de cromatografia em camada delgada instrumental — HPTLC,

mostraram que os peptideos obtidos no hidrolisado apresentavam menor massa
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molecular que os que estavam presentes no hidrolisado comercial. Com o
hidrolisado enzimatico resultante da fermentacéo foi formulado um xampu aplicado
em fibras capilares para avaliar o grau de hidratacdo das mesmas. A hidratacao foi
mais eficaz com a utilizagdo de calor o que sugere uma incorporagdo mais completa
dos hidrolisados as fibras. Microscopias eletronicas de varredura mostraram
depdsitos de matéria orgénica nas jungbes das cuticulas o que, provavelmente,

colaborou para selagem destas, aumentado o brilho e maciez das fibras.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Micro-organismos

Inicialmente foi realizada uma triagem de micro-organismos preservados sob
congelamento a -80°C pertencentes a colecdo do Laboratério de Microbiologia
Industrial, Departamento de Bioquimica e Microbiologia, 1B, UNESP, Rio Claro — SP.
Os micro-organismos foram crio-conservados em glicerol 30% durante o projeto de
doutorado da Dra. Mariana Cortezi e concedidos pela mesma para este estudo.

Em seu projeto a Dra. Mariana Cortezi realizou o isolamento dos micro-
organismos a partir de varias fontes, a seguir:

a) Abatedouro de aves Fricock (localizado na cidade de Rio Claro — Sao Paulo),
onde coletou agua no decantador da granja; agua do flotador e agua de
lavagem de visceras;

b) Sitio localizado na regido de Ajapi (distrito de Rio Claro — Sdo Paulo) onde
retirou amostras de cama de frango; compostagem (mistura contendo
camadas de restos de frango e cama de frango); e amostras de chorume.

c) Abatedouro de aves da “Kori” (Fundagcdo Mokito Okada — localizada em Rio
Claro — Sao Paulo) onde retirou amostras de agua de lavagem de visceras e
agua de escaldamento.

Durante a triagem foram selecionados, a principio, os sete micro-organismos
com maior potencial de degradagado de penas de frango. Para tal, foram realizadas
fermentagdes em meio Williams et al. (1990) nas condigbes de 35°C, 150 rpm e 1%
de penas inteiras com a finalidade de verificar o potencial queratinolitico de cada
estirpe. Apdés 72 horas, foi observado qual dos isolados que apresentou a maior

degradagao de penas, sendo este o isolado LM-21, proveniente de agua de lavagem
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de visceras (Kori). O mesmo foi escolhido como objeto de trabalho. Para reativacédo
do micro-organismo foram realizados repiques sucessivos em meio Williams et al.

(1990) a cada 24 horas durante uma semana.

3.2 Identificagao molecular por sequenciamento do DNA ribossomal 16S

A identificagdo do micro-organismo selecionado foi realizada no Laboratério
de Biologia Molecular vinculado ao Centro de Estudos de Insetos Sociais da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP — Rio Claro. A
identificacdo foi feita pelo sequenciamento do gene que codifica para RNA

ribossomal 16S ou parcial, orientada pela doutora Ana Carolina Marchiori.

3.2.1 Extracdo do DNA gendmico pelo método de TNES

O isolado foi inoculado em caldo nutriente (extrato de carne 0,3%, peptona
0,5%) e incubado a 35°C, 150 rpm por 24 horas. Aliquota de dez mililitros da cultura
foi centrifugada (10000 rpm por dez minutos), o sobrenadante foi descartado, a
biomassa foi ressuspensa em um mililitro de TE pH 8,0 e transferida para microtubos
de 1,5 mL, sendo realizada uma nova centrifugacédo. O sobrenadante foi descartado
e foram adicionados 50 pL de solugdo de TNES, seguido por maceragdo. Em
seguida, foram adicionados 500 pL de solugdo TNES. Toda esta etapa foi realizada
em banho de gelo. A amostra foi agitada em voértex por dez segundos. Foram
adicionados 20 pL de proteinase K (20 mg/mL) e novamente a amostra foi agitada
em vortex e entdo incubada em banho a 55°C por 3 horas. Em seguida, a amostra
foi retirada do banho e levada ao gelo e adicionou-se 20 yL da solugdo de RNAse A
(4 mg/mL). Agitou-se por inversdao (aproximadamente 25 vezes) e a amostra foi
incubada em banho a 37°C por 30 minutos, em seguida foi levada ao gelo quando se
adicionou 200 uL de solugao de precipitagao de proteina (NaCl 5 M).

A amostra foi agitada vigorosamente em vértex por 20 segundos e
centrifugada por seis minutos a 15000g para precipitagdo de proteinas. O
sobrenadante contendo DNA foi transferido para novo microtubo e adicionou-se 600
ML de isopropanol 100%, agitando suavemente por inversao, centrifugou-se por

cinco minutos, 15000g e o sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 600 pL
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de etanol 70% e a amostra foi centrifugada por seis minutos, 15000 g. O
sobrenadante foi descartado e apds secar, o DNA foi hidratado com 30 yL de TE. A
amostra foi levada a geladeira “over night” para ressuspender o DNA. A extragao foi

visualizada em gel de agarose 1%.

3.2.2 Quantificacdo de DNA por espectrofotometria

Para a quantificacdo do DNA foi realizada uma adaptagdo da metodologia de
Azevedo et al. (2003). Para isso, a amostra de DNA foi diluida 500 vezes em TE
(dois L de DNA foram adicionados em 998 uL de TE). O espectrofotdmetro foi
zerado, colocando-se um mililitro de TE em cubeta de quartzo e a leitura realizada a
260 nm (especifico para acidos nucléicos). Repetiu-se a leitura em 280 nm
(especifico para proteinas). A pureza foi avaliada por meio da relagdo Ageo/Azso. O
calculo utilizado foi o descrito abaixo, no qual Az € igual a absorbancia obtida na
leitura, 0,05 € o valor da constante utilizada para DNA e 500 é o fator de diluicao
resultado de 1000/2:

a) [DNA] pg/pL = Az x 0,05 x 500

3.2.3 Amplificagdo do fragmento de DNA por Reagdo em cadeia da polimerase -
PCR

Para amplificagdo do DNA foi utilizado o Kit PURE TAQ READY-TO-GO PCR

BEADS (GE Healthcare) com os seguintes Primers:

27 F 5AGAGTTTGATCA/ICTGGCTCAG
1492 R 5 TACGGT/CTACCTTGTTACGACTT

A amplificagdo foi realizada em termociclador de acordo com o esquema
abaixo:
95°C — 5 minutos
95°C — 1 minuto
50°C — 1 minuto 35 Ciclos
72°C — 3 minutos
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A amplificacdo foi verificada em gel de agarose 1% corada com GelRed™ e

visualizada em transluminador.

3.2.4 Purificacao do produto de PCR

A purificagdo do produto de PCR foi realizada com o Kit: GFX PCR DNA e Gel
Band Purification Kit (GE Healthcare). Os amplicons foram submetidos a

eletroforese e posteriormente, visualizados em transluminador UV.

3.2.5 Sequenciamento do DNA ribossomal

A reacado de sequenciamento conteve os seguintes reagentes:
a) Agua Milliq;
b) Big Dye 3.1;
c) Save Money;
d)
)

e

Primer;
DNA.
Apos a mistura de todos os reagentes, o tubo foi inserido no termociclador
seguindo o programa abaixo:

96°C — 2 minutos

96°C — 45 minutos ~— |
50°C — 30 segundos |—— 28 Ciclos
60°C —4 minutos |

Ao final do programa foi adicionado um mililitro de solugédo de EDTA 125 mM
ao fundo do tubo com a finalidade de reduzir a quantidade de terminadores nao
incorporados que precipitam o DNA, deste modo, manchas com potencial para
distorcer os dados do sequenciamento, possivelmente, foram eliminadas.

Apoés este processo adicionou-se um mililitro de solucdo de acetado de sédio
3 M no tubo, seguido da adi¢ado de mais 60 uL de etanol 100%.

Procedeu-se a centrifugacdo por 25 minutos a 15000g e removeu-se 0O
sobrenadante. O pellet foi lavado com 170 uL de etanol 70% e centrifugado por mais

dez minutos a 15000g.
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No momento de aplicar a amostra no sequenciador, foram adicionados mais
10 pL de formamida e a amostra foi inserida no sequenciador automatico ABI 3500

(Applied Biosystems).

3.2.6 Analises dos dados

As sequéncias Forward e Reverse foram alinhadas com o programa Bio-Edit.
O isolado foi identificado em nivel de género e espécie pela comparagdo da
sequéncia obtida com uma sequéncia conhecida do GenBank, usando a ferramenta
BLAST (WANG et al., 2007).

3.3 Obtengao do in6culo e determinagao do crescimento bacteriano

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

Para obtencdo do inéculo, foram utilizados 50 mL de caldo nutriente (0,5%
peptona e 0,3% extrato de carne) ao qual foi adicionado um mililitro de estirpe crio-
conservada. O pré-inoculo foi incubado a 35°C, 150 rpm durante 17 horas. Nessas
condi¢cdes, o caldo apresentou uma turbidez adequada para comparagdo com a
escala de McFarland (entre 12 a 15 x 10%). Em seguida, 1mL do caldo nutriente foi
transferido para um frasco contendo 100 mL de meio proposto por Williams et al.
(1990) acrescido de penas inteiras. As fermentagcbes foram realizadas de acordo
com as condi¢des de cultivo estudadas.

A cada 24 horas de cultivo, aliquotas de um mililitro do meio foram retiradas
para diluicio em solugao salina 0,85%, onde foram realizadas as diluicdes até 102,
com o plagueamento realizado em Agar nutriente. As placas foram incubadas por 24
horas a 35°C e a contagem realizada entre 25 a 250 colénias. Os valores foram

expressos em UFC/mL (unidades formadoras de colbnia).
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3.4 Estudo da influéncia das condigoes de cultivo na producgao de queratinase

e degradacgao de penas por Bacillus sp. LM-21

Com a finalidade de verificar as condi¢cdes 6timas de cultivo para produgao de
queratinase e degradacao de penas por Bacillus sp. LM-21 estudou-se a influéncia
da temperatura, velocidade de agitagdo e concentracdo de substrato. As
fermentagdes foram realizadas em frascos erlenmeyer de 250 mL, contendo 100 mL
de meio de cultura proposto por Williams et al. (1990) acrescida de penas inteiras, o
pH inicial para todas as fermentacdes foi de 7,4, ressalta-se que as fermentagdes
foram realizadas em triplicata.

As condigdes de cultivo estudadas foram:

a) Temperatura (30°C, 35°C e 40°C);
b) Agitacéo (100, 150 e 200 rpm);
c) Porcentagem de substrato/penas inteiras (1%, 2% e 3%).

A avaliagao da influéncia desses parametros na fermentacéao foi realizada por
ensaios de atividade queratinolitica, atividade proteolitica, concentragdo de proteinas
e crescimento celular analisados a cada 24 horas e porcentagem de degradacgao de

penas, pH final, analisados ao final do cultivo.

3.5 Determinagoes analiticas

3.5.1 Avaliacéo da porcentagem de degradacao das penas

Para determinagdo da porcentagem de degradacdo das penas foi utilizada o
meétodo descrito por Suntornsuk e Suntornsuk (2003). Ao final das fermentagdes, os
caldos foram filtrados em papel de filtro, secos em estufa a 105° C “overnight” e
pesados. A porcentagem de degradacdo das penas foi calculada através da
diferenga no peso seco residual entre um controle (meio com penas sem inoculo) e

amostra tratada.
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3.5.2 Atividade queratinolitica

Para a determinacgdo da atividade queratinolitica foi adotado método descrito
por Bressollier et al. (1999). A mistura de reagao foi composta por 800 uL da solugéo
enzimatica, 3,2 mililitros de uma solucédo tampao Tris HCI 50 mM, pH 8,5 acrescida
de 0,013g de azoqueratina comercial - Sigma (Figura 1). A mistura foi incubada
durante uma hora em velocidade de agitacdo de 100 rpm a 50°C. Ao final do periodo
de incubacao foram adicionados 800 pL de solucdo de TCA 10%. A solucao foi
fitrada em peneira TYLER 200 (0,074mm) e posteriormente, foi determinada a
absorbancia do sobrenadante a 595 nm. Uma unidade de atividade queratinolitica
corresponde a quantidade de enzima que causa um aumento na absorbancia de
0,01 nas condi¢des citadas. Como branco foi utilizado 1,2 mililitro de solugdo TCA
10%, 1,2 mililitro de solugcdo enzimatica e 4,8 mililitro de tampao Tris HCI pH 8,5,

acrescida de 0,013 grama de azoqueratina.

Figura 1- Azoqueratina comercial (Sigma).

-

\ N

Fonte: Fotografado por Mariana Cortezi.

3.5.3 Determinagédo da atividade proteolitica

Para a determinagao da atividade proteolitica foi adotado método modificado
de Mc Donald e Chen (1965), em que um mililitro da enzima foi adicionada a quatro
mililitros de uma solugcdo contendo caseina 1% em tampao Mcvaine pH 8,0. Esta
solucao foi incubada durante 20 minutos a 50°C sob velocidade de agitacdo de 100
rpm. Apds incubagéo, foi retirado um mililitro desta amostra e este foi adicionado a

um mililitro de TCA 10%. A amostra permaneceu em repouso por 12 horas a 4°C.
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Apos este periodo, a amostra foi centrifugada e o sobrenadante foi adicionado a
cinco mililitros de uma solugcédo contendo 100 mL de Na,COj3; 2%, 10 mL de NaOH
10%, um mililitro de tartarato de sédio e potassio (KNaC4H4Og) 2,7% e um mililitro de
CuSO4 1%. Ap6s 10 minutos foram adicionados 0,5 mililitros de Folin Ciocauteau
(1:1). A leitura foi realizada a 700 nm. A unidade de atividade proteolitica foi
determinada como a quantidade de protease que libera o equivalente de cor a um
micrograma de tirosina/minuto. Para realizagdo do branco o mesmo procedimento foi

seguido, sendo que a enzima foi inativada por fervura durante cinco minutos.

3.5.4 Determinacédo da concentracdo da proteina

Para determinagao da concentragao de proteina foi utilizada a metodologia de
Lowry et al. (1951), sendo que um mililitro da enzima foi adicionada a cinco mililitros
de uma solugao contendo 50 mL de Na,CO3; 2% em NaOH 0,1N, 9,5mL de CuSO4
1% em agua e 0,5mL de tartarato de sédio e potassio 1%. Esta solugdo permaneceu
em repouso por 15 minutos em temperatura ambiente. Apds esse periodo foram
adicionados 0,5 mililitros de Folin Cicauteau (1:1) a amostra e apdés 30 minutos a

leitura foi efetuada a 660 nm. A concentragao da proteina foi expressa em mg/mL.

3.6 Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada foi realizada com o objetivo de verificar
0s aminoacidos presentes no caldo de cultivo. Para este estudo uma fermentacéao foi
realizada sob condigbes otimizadas (35°C, 150 rpm e 1% de penas durante 72
horas). Para realizagdo da cromatografia utilizou-se placa 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 adicdo de 5 gotas de piridina. A amostra
consistiu do caldo de fermentagdo centrifugado, além dos padrées de aminoacidos
acido aspartico, asparagina, cisteina, fenilalanina, acido glutadmico, histidina, leucina,

lisina, metionina, prolina, serina e tirosina.
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3.7 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

O micro-organismo Bacillus sp. LM-21 foi cultivado em 100 mL de meio de
cultura proposto por Williams et al. (1990) contendo 1% de penas inteiras, 2% de
inéculo e incubado a 150 rpm, 35°C, pH inicial 7,4.

Para realizagdo da analise microscopica foram retiradas aliquotas com 72
horas de cultivo. A amostra foi pré-fixada em uma solug¢ao de glutaraldeido 2,5 (v/v),
paraformaldeido 2,5% (v/v) em tampé&o cacodilato 50 mM, pH 7,0 por 24 horas. Em
seguida, a amostra foi equilibrada no mesmo tampéao e pods-fixada com tetréxido de
osmio (Oso4) por 1 hora. Apos fixagdo, a amostra foi desidratada com solugdes
crescentes de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%). As amostras foram metalizadas com

ouro e visualizadas em microscoépio eletronico de varredura (MEV DSM940-A).

3.8 Caracterizagao do caldo enzimatico bruto

3.8.1 Influéncia do pH sobre a atividade queratinolitica de Bacillus sp. LM-21

Para realizacdo deste estudo a fermentagao foi realizada utilizando meio
Williams et al. (1990), e sob as condi¢cdes de 35°C, 150 rpm e 1% de penas. A
influéncia do pH na atividade queratinolitica foi analisada utilizando azoqueratina
como substrato (Sigma). Os experimentos foram realizados na faixa de pH 4,0 -
10,0; utilizando-se os seguintes tampdes: Maclvane (4,0; 5,0 e 6,0), K;HPO4,/NaOH
(7,0), Tris HCL (8,5 e 9,0) e Na,CO3; HCL (10,0). Os resultados foram expressos em
porcentagem relativa, sendo o valor da atividade realizada a pH 9,0 (melhor

resultado) considerada 100%.

3.8.2 Influéncia da temperatura sobre a atividade queratinolitica de Bacillus sp. LM-
21

A temperatura 6tima para atividade queratinolitica foi determinada pela

variagcao da temperatura de incubagao nos intervalos de 30° a 70°C. Os resultados
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foram expressos em porcentagem relativa, sendo o valor da atividade realizada a

50°C (melhor resultado) considerada 100%.

3.8.3 Influéncia de substancias quimicas sobre a atividade queratinolitica de Bacillus
sp. LM-21

Para determinar a influéncia de substancias quimicas sobre a enzima, a
solugdo enzimatica foi incubada segundo metodologia modificada descrita por
Bressolier et al. (1999) acrescidas com as seguintes substancias, individualmente:
BaCl;2H,0; CaCl,. CuSO45H,0; FeCl3;6H20; HgCl; MgCl,6H,0; MnSO4H20 (5 mM
m/v); Triton (0,1% v/v); Tween (0,1% v/v); Dimetilsuféxido (1% v/v); Isopropanol (1%
v/v); EDTA (5 mM m/v) e Mercaptoetanol (0,1% v/v). Apdés o tempo de incubagéo
determinou-se a atividade queratinolitica. As atividades residuais foram expressas
em porcentagem relativa, sendo que a enzima incubada isenta de substancias foi

expressa em 100%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificacao do micro-organismo

A identificagdo do micro-organismo selecionado foi realizada no Laboratério
de Biologia Molecular do Centro de Estudos de Insetos Sociais da Universidade
Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho” — UNESP — Rio Claro. A identificagao foi
realizada por sequenciamento do DNA ribossomal 16S.

A figura abaixo (Figura 2) representa a sequencia parcial do gene DNA
ribossomal 16S obtida a partir de identificagdo por métodos moleculares da cepa
LM-21.

Figura 2 - Sequéncia parcial DNA ribossomal 16S da amostra LM-21.

GGGGCTAATACCGGATGGTTGTCTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAG
ATGGACCCCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAG
AGGGTGATCGGCCACACTGGGACTAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC
GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGTGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTT
AGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAGCCACGGCTAACTAC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGG
GGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGT
GCAGAAGAGGAGAGTGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAA
GGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTA
AGCACTCCGCCtGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAG
ATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACT
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC
GTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTT
CGGATCGCAGTCTGCAACTcGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGC

Fonte: Resultados da pesquisa.

Como pode ser observada a sequéncia parcial obtida apresentou 1200 pares
de bases, contudo, ao ser inserida no banco de dados do NCBI (ZHENG et al.,
2000) e Ribosomal Database Project (WANG et al., 2007), esta ndo apresentou uma
conclusao objetiva em relagdo a espécie, sendo apenas identificada em nivel de

género como Bacillus.
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As figuras 3 e 4 apresentam as imagens obtidas no NCBI (ZHENG et al.,

2000) e Ribosomal Database Project (WANG et al., 2007) apds pesquisa.

Figura 3 - Resultado obtido no NCBI (ZHENG et al., 2000) apds inser¢cao
da sequencia de LM-21.
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Fonte: National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Figura 4 - Resultado obtido no Ribosomal Database Project (WANG et al., 2007)
apods insergao da sequencia de LM-21.

Ribosomal Database Project: Release 10 Classifier :: Assignment Detail

Classifier: RDP Naive Bayesian rRNA Classifier Version 2.5, May 2012 Taxonomical
Hierarchy: RDP 16S rRNA training set 9 Query File: MegaF_editada.gb Query Submit Date: Tue
Jun 12 09:28:05 EDT 2012

Lineage:

Root (1); Bacteria (1); Firmicutes (1); Bacilli (1); Bacillales (1); Bacillaceae
1 (1); Bacillus (1)

Assignment Detail (for Confidence threshold: 80%):

Root[100%] Bacteria[100%] Firmicutes[100%] Bacilli{100%)] Bacillales[100%] Bacillaceae
1[100%] Bacillus[100%]

Fonte: Ribosomal Database Project.

Ao analisar os resultados obtidos no NCBI (ZHENG et al., 2000), a sequéncia
parcial do gene DNA ribossomal 16S da amostra apresentou 100% de similaridade

com sequéncias do gene DNA ribossomal 16S de varias linhagens de Bacillus
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subtilis, sendo o e-value igual a 0.0. Além disso, demonstrou 100% de similaridade

com varias linhagens denominadas Bacillus sp., também com valor de e-value igual

a zero. Outras sequéncias parciais de cepas distintas foram relacionadas com

consideravel similaridade, de modo que LM-21 foi, portanto, considerada apenas

como Bacillus sp. LM-21.

Entretanto, uma andlise morfolégica da colénia de Bacillus sp. LM-21

cultivada em placa de Petri contendo Agar nutriente durante 24 horas mostrou

similaridade morfolégica das coldnias obtidas com imagens de Bacillus subtilis

existentes na Literatura. Vide comparacéo feita na Figura 5 abaixo:

Figura 5 - Comparagao entre colénias de Bacillus subtilis (Fujikawa e Matsushita,
1989) e Bacillus sp. LM-21.

Imagem retirada de Fujikawa e Matsushita (1989). | Imagem retirada de Fujikawa e Matsushita (1989).
Exemplo de colénia de Bacillus subtillis cultivada | Exemplo de coldnia de Bacillus subtillis cultivada
em Agar nutriente contendo 1 g/L de peptona|em Agar nutriente contendo 15 g/L de peptona
apos 1 dia de incubagdo. Coldnia com 55 mm de|apds 9 dias de incubagéo. Colénia com 40 mm de
didmetro. didmetro.

Fonte: Fujikawa e Matsushita (1989).

Imagem de cultura de Bacillus sp. LM-21 cultivada
em Agar nutriente contendo 1g/L de peptona apds
1 dia de incubagéo.

Imagem de cultura de Bacillus sp. LM-21
cultivada em Agar nutriente contendo 15g/L de
peptona apos 1 dia de incubagéo.

Fonte: Fotografado pela autora.
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4.2 Estudo das condi¢coes 6timas de cultivo para a cepa Bacillus sp. LM-21

A fim de verificar as melhores condi¢des de cultivo para produgdo de
queratinase por Bacillus sp. LM-21, trés condi¢des de cultivo foram variadas, sendo,
temperatura (30°C, 35°C e 40°C), velocidade de agitagcdo (100, 150 e 200 rpm) e
concentragédo de substrato (1, 2 e 3% de penas inteiras). As faixas de temperatura,
velocidade de agitagdo e concentracdo de substrato avaliadas, foram previamente
determinadas com base na literatura disponivel para micro-organismos pertencentes
ao género Bacillus.

A concentragdo de inoculo e pH inicial foram mantidos em todas as
fermentagdes, a 2% (v/v) e 7,4, respectivamente. O valor de pH inicial foi
determinado baseado em artigos que relatam que micro-organismos do género
Bacillus sdo produtores de queratinases alcalinas, apresentando maior atividade
quando cultivados em condigbes neutras ou alcalinas (RAI; MUKHERJEE, 2010;
MAZZOTO et al., 2010).

O primeiro parametro avaliado foi a influéncia da velocidade de agitacao na
producao da enzima por Bacillus sp. LM-21. Deste modo, os demais parametros
(temperatura e concentragdo de substrato) foram fixados em 35°C e 1% de penas,
respectivamente.

Determinada a velocidade de agitagdo que resultou em maior atividade
queratinolitica, esta foi fixada e o segundo parametro foi estudado, sendo este, a
temperatura (30 e 40°C). Fixada a melhor velocidade de agitacdo e temperatura,
variou-se a concentracao de substrato em 2% e 3%.

A principio sera discutida a influéncia das condi¢des de cultivo no crescimento
celular, seguido por porcentagem de degradacdo de penas e pH final
Posteriormente, serdo discutidos os resultados referentes a atividade queratinolitica,
atividade proteolitica e concentragdo de proteinas obtidas a cada 24 horas de
cultivo.

A Figura 6, apresenta o grafico do crescimento celular da cepa Bacillus sp.
LM-21 obtido para cada uma das sete fermentagbes realizadas conforme as
condigbes de cultivo estudadas. Cada amostra foi avaliada em triplicata sendo as

meédias apresentadas.
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Figura 6 - Crescimento celular de Bacillus sp. LM-21 em fung¢ado das condi¢des de
cultivo estudadas.
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Fonte: Elaborado pela autora.

O maior crescimento microbiano foi obtido quando a fermentacéo foi realizada
sob as condicdes de 35°C, 150 rpm e 3% de penas, sendo este resultado observado
apo6s 96 horas de cultivo (13,40 UFC/mL). No geral, todas as condi¢cdes estudadas
apresentaram um crescimento celular gradual durante as 96 horas de cultivo, a
excecao da condicao de 35°C, 200 rpm e 1% de penas que apresentou um leve
decréscimo no crescimento celular entre 72 e 96 horas (de 11,25 para 10,62 log
UFC).

Brandelli e Riffel (2005) estudaram o micro-organismo Chryseobacterium sp.
kr6 determinando a influéncia do pH, temperatura inicial e concentragao de substrato
na producao de queratinase durante o crescimento da estirpe em penas nativas. Os
autores constataram que o aumento na concentragdo de penas resultou em maior
crescimento celular.

No presente estudo (fixando 35°C e 150 rpm), maior crescimento celular
também foi obtido utilizando as maiores concentragdes de penas, 2 e 3%, de modo
que foram, respectivamente, iguais a 13,18 e 13,40 log de UFC (ap6s 96 horas de
cultivo), enquanto que a 1% de penas o resultado obtido foi de 12,98 log de UFC.

Contudo, o crescimento celular a 1% de penas foi maior que as demais
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concentragdes utilizadas no inicio dos cultivos (24 horas), sendo este igual a 9,40
log de UFC enquanto que foi de 8,16 e 8,76 log de UFC quando utilizado 2 e 3%,
respectivamente.

Park e Son (2009) relataram que altas concentragcbes de penas podem
aumentar a viscosidade do meio de cultivo durante o processo fermentativo e esse
fato pode limitar o oxigénio necessario para o crescimento celular. Deste modo,
inicialmente, o crescimento celular nas condi¢des de 2 e 3% de penas pode ter sido
suprimido pela alta concentragao de substrato.

Avaliando-se as trés fermentacdes iniciais onde se variou a velocidade de
agitagdo (100, 150 e 200 rpm), mantendo-se fixa temperatura em 35°C e
concentracdo de substrato em 1%, € possivel constatar a influéncia da velocidade
de agitacdo no crescimento celular. Menor crescimento celular foi inicialmente
observado quando menor velocidade de agitagdo (100 rpm) foi utilizada. Todavia,
apo6s 96 horas de cultivo, menor crescimento celular foi observado quando o cultivo
foi realizado a 200 rpm. Nesta velocidade de agitagdao (200 rpm), no entanto,
observou-se crescimento celular gradual no intervalo de 24 - 72 horas de cultivo.
Maior crescimento celular foi constado para velocidade de agitacdo de 150 rpm,
sendo este 12,98 log de UFC apds 96 horas de cultivo.

Sabe-se que em um processo fermentativo a utilizagdo de uma alta
velocidade de agitacdo pode resultar em efeitos adversos no crescimento
microbiano e producdo da enzima (Cortezi et al., 2008a), entretanto, Zaghloul et al.
(2011) verificaram que quando Bacillus subtilis foi cultivado em reator e sob maior
velocidade de agitagdo a estirpe apresentou o mesmo padrdo morfolégico de
quando cultivada em frascos agitados e submetidas a menor velocidade de agitacao.

Quando avaliada a influéncia da temperatura no crescimento celular, nota-se
que nenhuma diferenca significativa foi observada nas primeiras 48 horas de cultivo
para as fermentagdes que mantiveram fixos os valores de velocidade de agitagéo
(150 rpm) e concentragao de substrato (1%). Entretanto, apds 96 horas de cultivo, o
maior valor de crescimento celular foi observado quando utilizado 40°C, (13,28 log
de UFC), enquanto que a 35°C o valor observado foi de 12, 98 log de UFC e a 30°C
foi de 12 log de UFC. Deste modo, constatou-se neste estudo, que o aumento da

temperatura até 40°C favorece o crescimento celular de Bacillus sp LM-21.
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Espécies de Bacillus sao geralmente mesofilicas e apresentam bom
crescimento quando cultivadas em temperaturas entre 30 - 40°C (SUNTORNSUK;
SUNTORNSUK, 2003), fato este observado neste estudo.

Segundo Williams et al. (1990), Bacillus licheniformes apresentou maior
atividade queratinolitica e crescimento celular quando cultivado em temperaturas
entre 45 - 50°C, sendo que a 65°C n&o foi observado crescimento celular . Sagali e
Brandelli (2000) estudaram a cepa Vibrio sp. isolada de residuo da industria avicola.
O crescimento microbiano e a capacidade de produzir a queratinase foram
investigados pelos autores. O crescimento celular ocorreu em uma faixa de pH 6,0 -
8,0 e temperatura entre 25 - 37°C com um o6timo de pH 6,0 e 30°C. Quando
cultivada a 37°, a cepa apresentou menor crescimento microbiano que coincidiu com
menor degradacgao de substrato.

Jeong et al. (2010) isolaram e caracterizaram uma cepa com capacidade
queratinolitica e antifungica identificada como Bacillus subtilis. No estudo, os autores
avaliaram a influéncia do pH (4,0 - 10,0) e temperatura (20 - 45°C) no processo
fermentativo. Os resultados mostraram que maior crescimento celular foi observado
em pH entre 7,0 e 9,5, sendo 7,5 considerado 6étimo. Quanto a influéncia da
temperatura, a cepa apresentou capacidade de crescimento em todas as
temperaturas avaliadas, exceto a 20°C, sendo 35°C a temperatura considerada
o6tima. Ressalta-se que as fermentagcbes foram realizadas com velocidade de
agitagao de 200 rpm e concentragao de penas de 0,1% m/v.

A Figura 7 ilustra as porcentagens de degradagdo de penas obtidas em
funcao das condicdes de cultivo estudadas. Para fins de discussao, as médias foram

calculadas, sendo os valores representados pelas barras azuis.
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Figura 7 - Porcentagem final de degradacgao de penas por Bacillus sp. LM-21 em
funcéo das condi¢des de cultivo estudadas.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Como observado na Figura 7 as penas de frango inteiras utilizadas como
substrato foram totalmente degradadas quando a cepa foi cultivada a 35°C, 150 rpm
e 1% de substrato, sendo que a degradacgéo total ocorreu apds 96 horas de cultivo.
Nestas condigdes também foi observada a maior atividade queratinolitica (48,5
U/mL). De forma geral, todas as condigdes de cultivo estudadas apresentaram
degradagao de penas maior que 80%, isso mostra que Bacillus sp. LM-21 apresenta
grande potencial queratinolitico.

Avaliando-se a influéncia da velocidade de agitagdo na degradagao de penas,
150 rpm foi a velocidade de agitacdo que apresentou melhor desempenho
resultando em uma degradagao de penas 1,10 vezes maior que a degradagao de
penas obtida quando utilizado 200 rpm e 1,17 vezes maior que a degradacao de
penas obtida quando utilizado 100 rpm. Para 200 e 100 rpm (a 35°C e 1% de
penas), obteve-se uma degradagédo de 90,8 e 89,53% ,respectivamente, enquanto
que a 150 rpm a degradacao atingida foi de 100%.

A Figura 7 mostra que o cultivo realizado a 35°C resultou em uma
porcentagem de degradacao de penas 1,15 vezes maior que a obtida a 40°C e 1,18
vezes maior que a obtida a 30°C.

Observou-se uma relagao inversamente proporcional entre concentragcao de
substrato utilizado no meio de cultivo e degradagao de penas. Deste modo, quando

utilizado 1% de penas a degradacdo das mesmas foi de 100%, ja quando utilizado
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2% de penas a degradacdo foi de 86,37% e quando utilizado 3% observou-se
80,82% de degradacéo (para 35°C e 150 rpm).

Jain et al. (2011) avaliaram a degradagdo de penas por Streptomyces
exfoliatus CFS 1068 em funcédo da concentracdo de penas utilizadas no meio de
cultivo (0,5; 1,0; 1,5; e 2,0% - m/v). Neste estudo utilizou-se meio basal acrescido de
penas, sendo o cultivo realizado a 150 rpm, 28°C, durante 6 dias. O material
resultante da hidrélise foi analisado quanto a presenga de aminoacidos e proteinas.
O resultado obtido mostrou que a melhor concentragao de penas foi 1%, resultando
em 2,073 pg/mL proteinas e 2,291 yg/mL de aminoacidos soluveis.

Comparando os resultados obtidos para Streptomyces exfoliatus com os
resultados obtidos neste estudo com a cepa Bacillus sp. LM-21 observa-se que em
ambos os estudos a melhor concentragdo de penas a ser utilizada como substrato
foi 1%. A concentracao de proteinas obtida a partir do cultivo de LM-21 realizado a
35°C, 150 rpm e 1% de penas foi de 3,032 mg/mL (apds 72 horas de cultivo), sendo
esta, consideravelmente maior que a apresentada pela cepa estudada por Jain et al.
(2011), 2,100+36 pg/mL (apos 6 dias de cultivo).

Na Figura abaixo (Figura 8) sera apresentado os valores de pH final obtido
em funcdo das condigdes de cultivo estudadas. As médias finais também foram

calculadas e estao representadas pelas barras azuis.
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Figura 8 - pH final do meio de cultivo em fungao das condigbes de cultivo estudadas.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Como observado, o pH final do meio de cultivo para todas as fermentacdes
realizadas aumentou com o tempo decorrido de fermentacdo. Esse resultado foi
observado por varios autores como Suntornsuk e Suntornsuk (2003), Riffel et al.
(2003), Park e Son (2009), Cortezi et al. (2008a), Jeong et al. (2010), Jain et al.
(2011), Ghasemi et al. (2012), dentre outros.

A tendéncia em alcalinizar o meio de cultivo é resultado da producdo de
ambnia por meio da desaminagcdo de peptideos e aminoacidos originados da
degradacdo da queratina. Além disso, o aumento do pH é tipico de micro-
organismos que crescem em substratos protéicos (SAGALI; BRANDELLI, 2000;
RIFFEL et al., 2003). O potencial de membrana pode desempenhar um importante
papel na degradagcdo da queratina pela redugdo nas ligagdes dissulfeto nessa
proteina (BOCKLE; MULLER, 1997) através da producdo de agentes redutores
soluveis, tais como sulfato e tiossulfato, que reagem na superficie da queratina e
tornam as cadeias da proteina disponiveis para a clivagem por proteases (KUNERT;
STRANSKY, 1988).

Maiores valores de pH foram obtidos nas fermentagbes em que foram
utilizadas maiores concentragdes de penas (2 e 3%) resultando em pH 9,04 e 9,02,

respectivamente, provavelmente devido maior concentragdo deste substrato. E
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observado também maior valor de pH na fermentacéao realizada a 35°C, 150 rpm e
1% de penas, sendo este igual a pH 9,02. Este fato pode ser explicado pela maior
atividade queratinolitica apresentada nesta condicdo (48,5 U/mL) que deve ter
propiciado maior desaminagao de substrato.

A seguir seréo discutidos os resultados referentes a atividade queratinolitica,
proteolitica e concentragao de proteinas, obtidos em fungao das condi¢cdes de cultivo
estudadas.

Como mencionado anteriormente, os experimentos foram realizados em
triplicata, sendo calculadas as médias das mesmas e os desvios padrdo como
ilustram os graficos a seguir. Observa-se que alguns dos desvios padrao obtidos nos
ensaios de atividade queratinolitica foram altos, o que pode ser explicado pelo uso
do substrato comercial azoqueratina da empresa Sigma, ja que este ndo apresenta
uniformidade em relagao a coloragao. Ressalta-se que as analises foram realizadas
em triplicata, visando-se minimizar erros de analise.

Como observado na Tabela 1 e na Figura 9, quando o cultivo foi realizado sob
as condi¢cdes de 35°C, 100 rpm e 1% penas maior atividade queratinolitica e
proteolitica foram obtidas com 96 e 72 horas de cultivo, sendo estas
respectivamente, 6,00 U/mL e 241,04 ug/mL. A concentragdo de proteinas foi
crescente durante as 96 horas de cultivo, passando de 0,95 mg/mL com 24 horas

para 2,72 mg/mL com 96 horas.

Tabela 1 - Atividade queratinolitica, proteolitica e concentragdo de proteinas obtidas
em fung¢ado da condig¢ao de cultivo (35°C, 100 rpm e 1% penas).

Fermentagao: 35°C 100 rpm 1% penas

Atividade

Tempo Quezﬁtlmtl)ltlca Atividade Proteolitica (ug/mL)
(horas) . ; :
... Desvio 1 Desvio 1 Desvio
Média ~ Média ~ Média =
padrao padrao padrao
24 3,50 0,43 85,34 19,58 0,95 0,190
48 4,75 1,73 32,77 2,19 2,28 0,060
72 4,00 0,43 241,04 41,35 2,35 0,150
96 6,00 2,60 178,58 36,04 2,72 0,190

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 9 - Atividade queratinolitica, proteolitica e concentragdo de proteinas obtidas
em fung¢do da condigao de cultivo (35°C, 100rpm e 1% penas).
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Fonte: Elaborado pela autora.

A tabela 2 e a Figura 10 (abaixo) apresentam os resultados obtidos quando
Bacillus sp. LM-21 foi cultivado sob as condi¢gdes de 35°C, 150 rpm e 1% de penas.
Nota-se que maior atividade queratinolitica foi obtida apds 72 horas de cultivo (48,50
U/mL), resultado superior ao observado quando a cepa LM-21 foi cultivada em
menor velocidade de agitacéo, 6,0 U/mL (100 rpm) mostrado na Figura 9 e tabela 1.
A atividade proteolitica mostrou-se crescente durante as 96 horas de cultivo,
resultando em 346,24 pg/mL apds 96 horas, sendo o resultado superior ao obtido
para a fermentagao realizada a 35°C, 100 rpm e 1% penas (241,04 ug/mL apos 72
horas).

Observa-se que a concentracdo de proteinas aumentou até 72 horas de
cultivo, apresentando um valor de 3,03 mg/mL mas, proporcionou uma pequena
queda apods 96 horas (2,851 mg/mL).
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Tabela 2 - Atividade queratinolitica, proteolitica e concentracédo de proteinas obtidas
em fung¢do da condigao de cultivo (35°C, 150rpm e 1% penas).

Fermentacao: 35°C 150rpm 1% penas

(horas)

Média Eae;"r"é:g Média Eaejr"é:g Média Eae;;g
24 700 300 170,92 44,95 148 0,002
48 18,00 3,00 231,67 5,14 263 0170
72 4850 1392 31436 5,50 303 0,033
9 3025 6,38 346,24 11,25 285 0,231

Fonte: Dados da pesquisa.
Figura 10 - Atividade queratinolitica, proteolitica e concentragao de proteinas obtidas
em funcdo da condig¢ao de cultivo (35°C, 150 rpm e 1% penas).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Como visto na Tabela 3 e Figura 11, quando a cepa foi cultivada sob maior
velocidade de agitagao (200 rpm) obteve-se 20 U/mL em 96 horas de cultivo, ja o
cultivo realizado a 150 rpm resultou em maior atividade queratinolitica (48,5 U/mL
em 72 horas). Quando utilizado 150 rpm a atividade foi também superior a obtida

quando utilizado 100 rpm (6,0 U/mL em 96 horas). Portanto pode-se inferir que a
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velocidade de agitacdo de 150 rpm foi considerada a melhor dentre as estudadas
para Bacillus sp. LM-21.

A 200 rpm a atividade proteolitica apresentou queda com o decorrer da
fermentacao, passando de 103,2 yg/mL (apds 24 horas) para 17,22 ug/mL (apds 72
horas de cultivo). A maior concentragdo de proteinas observada foi de 3,00 mg/mL

(apbs 72 horas) ocorrendo uma queda para 2,82 mg/mL apds 96 horas de cultivo.

Tabela 3 - Atividade queratinolitica, proteolitica e concentracédo de proteinas obtidas
em func¢do da condigao de cultivo (35°C, 200rpm e 1% penas).

Fermentagao: 35°C 200rpm 1% penas

Atividade Proteolitica
Tempo (ng/mL)
(

horas)

Média E:j:’é:g Média E:jr‘gg Média Eaejr"ég

24 700 043 10320 1669 190 0064
48 1950 327 3941 1872 279 0,111
72 975 327 1722 4,52 300 0,044
96 2000 229 1826 0,93 282 0,031

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 11 - Atividade queratinolitica, proteolitica e concentragao de proteinas obtidas
em funcao da condig¢ao de cultivo (35°C, 200 rpm e 1% penas).
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A partir dos resultados obtidos nas trés fermentagdes realizadas e descritas
acima, observou-se que o cultivo realizado a 150 rpm resultou em maior atividade
queratinolitica, portanto, esta velocidade de agitacdo foi fixada e variou-se a
temperatura. Ressalta-se que o cultivo realizado com esta velocidade de agitagao
resultou também em maior degradacao de penas (100%) como mostra a Figura 7.

A influéncia da velocidade de agitagdo na produgdo da enzima queratinase
por diversos micro-organismos tem sido estudada em especial para o género
Bacillus (Cortezi et al., 2008a).

Resultado similar ao obtido neste estudo foi observado por Cortezi et al.
(2008a), no qual a autora estudou a influéncia das condi¢des de cultivo para
producdo de queratinase pela cepa Bacillus amyloliquefaciens. As velocidades de
agitacdo utilizadas foram 100, 150 e 200 rpm. A autora relatou que para B.
amyloliquefaciens, 150 rpm foi a velocidade de agitagdo que resultou em maior
atividade queratinolitica (210 U/mL). Segundo a autora maior velocidade de agitagao
pode promover maior oxigenagao o que pode inibir a producdo da enzima. Note,
tanto no presente estudo quanto no estudo realizado por Cortezi et al. (2008a) a
melhor velocidade de agitagdo foi 150 rpm. No estudo realizado por Cortezi et al.
(2008a), a velocidade de agitagao de 200 rpm obteve menor atividade queratinolitica
(41,6 U/mL) que a velocidade de agitagdo de 100 rpm (67,15 U/mL). Contudo no
presente estudo, a 200 rpm a produgao de enzima foi maior (20 U/mL) que a 100
rom (6,00 U/mL), de modo que a oxigenagdao do meio pode, até um limite, ser
favoravel para Bacillus sp. LM-21, visto que a 150 rpm a atividade queratinolitica
obtida foi superior (48,5 U/mL). Por outro lado, Suntornsuk e Suntornsuk (2003)
realizaram um estudo com a cepa Bacillus sp. FK 46 cultivada em meio de cultivo
contendo 1% de penas, pH 9,0; 5% de indculo, temperatura de 37°C e velocidade de
agitacdo de 250 rpm. Nestas condi¢des a atividade queratinolitica foi de 0,9 U/mL.
Segundo estes pesquisadores uma maior velocidade de agitacdo (200-250 rpm)
pode promover maior taxa de transferéncia de oxigénio e melhor mistura entre as
células e o substrato, resultando em maior degradacédo, o que ndo ocorre quando
utilizado uma velocidade de agitagdo de 100 rpm.

Sales et al. (2008) estudaram a produgdo de queratinase por Aspergillus
carbonarius URM 1546 utilizando planejamento fatorial completo 23, Neste estudo
foram avaliadas as variaveis velocidade de agitacdo, concentracdo de penas e

tempo de cultivo. Os resultados obtidos demonstraram que a melhor condicdo de
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cultivo para a producdo de queratinase por A. carbonarius foi 120 rpm, 0,5% de
penas e 7 dias de cultivo resultando em 48,9 U/mL. Ressalta-se que a variavel que
mais influenciou na produgcdo de queratinase foi a interagdo entre agitagdo e
concentracdo de penas, indicando relagdo diretamente proporcional entre essas
duas variaveis.

Os resultados seguintes mostram como a variagao de temperatura influenciou
a producao de queratinase por Bacillus sp. LM-21. Sabe-se que a temperatura de
incubacao pode afetar profundamente o rendimento e duragéo da fase de sintese de
enzimas (Yamamura, 2002).

Como mostra a Tabela 4 e Figura 12, a temperatura de cultivo influenciou a
producao de queratinase por Bacillus sp. LM-21, sendo que a 30°C a maior atividade
queratinolitica observada foi 7 U/mL com 72 horas. Atividade superior (48,5 U/mL)
foi obtida quando o cultivo foi realizado com a mesma velocidade de agitacdo e
porcentagem de penas, porém a 35°C.

A maior atividade proteolitica, 176,13 ug/mL foi obtida apdés 48 horas de
cultivo que apresentou, posteriormente, decréscimo chegando a 63,92 ug/mL apos
96 horas de cultivo. A maior concentragao de proteinas (2,92 mg/mL) foi observada

com 72 horas de cultivo, apresentando queda (2,7 mg/mL) com 96 horas.

Tabela 4 - Atividade queratinolitica, proteolitica e concentracédo de proteinas obtidas
em funcao da condig¢ao de cultivo (30°C, 150rpm e 1% penas).

Fermentagao: 30°C 150rpm 1% penas

Atividade Proteolitica
Tempo (mg/mL)
(horas)

Média DSSVI0  Megia  DESVIO heqiq  DESVIO
padrao Padrao padrao
24 4,25 0,87 49,21 12,80 0,84 0,021

48 2,75 0,43 176,13 27,94 2,24 0,006
72 7,00 1,15 171,58 13,97 2,92 0,028
96 4,25 0,43 63,92 5,79 2,70 0,387

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 12 - Atividade queratinolitica, proteolitica e concentragao de proteinas obtidas
em func¢ado da condigao de cultivo (30°C, 150 rpm e 1% penas).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Quando utilizada a temperatura de 40°C, como ilustra a tabela 5 e a Figura
13, a maior atividade queratinolitica foi obtida com 48 horas de cultivo, sendo esta
de 12,75 U/mL, este resultado permite definir que a melhor temperatura dentre as
estudadas para producao de queratinase por Bacillus sp. LM-21 é 35°C.

Observa-se que maior atividade proteolitica foi também, obtida apds 48 horas
de fermentacéao (43,92 ug/mL), sofrendo decréscimo com 96 horas (20,82 pg/mL). A
maior concentragdo de proteinas foi observada com 72 horas de cultivo, sendo de

3,03 mg/mL, diminuindo com 96 horas (2,98 mg/mL).
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Tabela 5 - Atividade queratinolitica, proteolitica e concentracédo de proteinas obtidas

em func¢ado da condig¢ao de cultivo (40°C, 150rpm e 1% penas).

Fermentacao: 40°C 150rpm 1% penas

(

horas) . ;.. Desvio
e padrao
24 3,75 0,75
48 12,75 3,75
72 11,00 2,29
96 3,75 0,75

Atividade Proteolitica

(ng/mL)
oy Desvi
Media  poio
23,48 1151
43,92 9,92
40,82 1,90
20,82 6,50

Média Eaejr‘gz
188 0,072
245 0,176
303 0,011
208 0543

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 13 - Atividade queratinolitica, proteolitica e concentragao de proteinas obtidas
em funcdo da condig¢ao de cultivo (40°C, 150 rpm e 1% penas).
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Deste modo, fixando-se os valores de velocidade de agitagcdo e concentracao

de substrato, foi possivel inferir que para Bacillus sp. LM-21 a melhor temperatura

dentre as estudadas para producao de queratinase € 35°C, resultando em 48,5

U/mL (72 horas de cultivo), enquanto que os cultivos realizados a 30 e 40°C,

apresentaram, respectivamente, 7,00 e 12,75 U/mL em 72 e 48 horas. Segundo

Cortezi et al. (2008a), um aumento da temperatura pode provocar a inativagao
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gradativa da enzima, até sua inativacéo total, fato este causado pela desnaturagéo
das proteinas devido ao calor. Assim, a auséncia de enzimas para promover a
hidrdlise do substrato acarretara em auséncia de degradacao.

Varios estudos reportaram o comportamento de micro-organismos
queratinoliticos em fungédo da temperatura de cultivo. Lin et al. (1992) relataram que
temperaturas entre 40 e 45°C foram consideradas 6timas para produgdo de
queratinase por Bacillus licheniformis e Bacillus brevis, respectivamente.

Sagali e Brandelli (2000) em seu estudo com a estirpe Vibrio sp. relataram
que maior produgao de queratinase foi observada a 30°C, resultado contrastante ao
obtido neste estudo.

Kim et al. (2001) estudaram a influéncia da temperatura na producao de
queratinase por 3 cepas, sendo elas B. subtilis, B.cereus e B. pumilis. Os resultados
mostraram que as temperaturas consideradas 6timas foram determinadas como 40,
30 e 40°C, respectivamente.

Cai et al. (2008) estudando a producéo de queratinase pela cepa mutante KD-
N2 de Bacillus subtilis obtiveram um resultado contrastante quanto a melhor
temperatura para producdo de queratinase que o encontrado para maioria dos
Bacillus. Neste estudo, a faixa de temperatura foi variada de 18 - 42°C e a cepa
apresentou um o6timo de produgdo de queratinase a 23°C. Os autores reportaram
que a medida que a temperatura de cultivo aumentou de 18 para 42°C, a produgao
de queratinase diminuiu rapidamente.

Park e Son (2009) estudaram a influéncia da temperatura de cultivo (10 -
45°C) na producao de queratinase e degradacao de penas por Bacillus megaterium
F7-1. Os autores relataram que alta atividade queratinolitica foi obtida quando a
estirpe foi cultivada entre 25 e 35°C com maxima produgao de queratinase a 30°C.
N&o houve producédo de queratinase nos cultivos realizados a 10 e 45°C, segundo
os autores, isso ocorreu porque nestas temperaturas a estirpe nao foi capaz de
crescer.

No estudo de Jeong et al. (2010) com Bacillus subtilis, maior produgéo de
queratinase foi observada nos cultivos realizados entre 25 e 35°C, sendo 30°C a
temperatura considerada o6tima para produgao, resultando em uma atividade
queratinolitica de 44,5 U/mL. Ressalta-se que as fermentagdes foram realizadas
com velocidade de agitacao de 200 rpm e concentragao de penas de 0,1% m/v.
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O estudo da influéncia da temperatura na produgdo de queratinase por
Bacillus sp. MKR5 foi realizado por Ghasemi et al. (2012). A estirpe foi cultivada em
frascos contendo meio basal (pH 8,0) acrescidos de penas e cultivados em
diferentes temperaturas 25, 30, 37, 40 e 45°C durante 48 horas. Dentre estas
temperaturas a que resultou em maior atividade queratinolitica foi 40°C, sendo
observada completa degradagao das penas utilizadas como substrato.

Sahoo et al. (2012) realizaram um estudo com a cepa B. weihenstephanensis
PKD-5 cujo objetivo foi otimizar as condi¢dbes de cultivo para produgdo de
queratinase. Os resultados obtidos neste estudo diferem dos resultados encontrados
neste trabalho com Bacillus sp. LM-21. Segundo os autores, a temperatura de
incubacao o6tima que resultou na maxima produgdo de queratinase por Bacillus
weihenstephanensis PKD-5 foi 40°C (10,93U/mL), enquanto que no presente estudo
para Bacillus sp. LM-21foi 35°C (48,5 U/mL).

Os resultados obtidos quando a cepa foi cultivada a 35°C, 150 rpm e 2% de
penas estdo apresentados na Tabela 6 e Figura 14. Como pode ser observada,
nestas condicdes, a maior atividade queratinolitica foi obtida apdés 48 horas de
cultivo, sendo de 11,25 U/mL.

Da mesma forma, a maior atividade proteolitica também foi relatada com 48
horas de cultivo, 91,04 pg/mL. Apds as 48 horas de cultivo a atividade proteolitica
diminuiu, atingindo 20,88 ug/mL com 96 horas. Quanto a concentragao de proteinas,
esta foi alta e crescente, atingindo o valor de 5,67 mg/mL apds 96 horas de cultivo.
Ressalta-se que a concentracido de proteinas observada €, consideravelmente,
maior que as observadas nas demais fermentagdes para LM-21 discutidas

anteriormente.
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Tabela 6 - Atividade queratinolitica, proteolitica e concentracédo de proteinas obtidas

em fung¢do da condigao de cultivo (35°C, 150rpm e 2% penas).

Fermentagao: 35°C 150rpm 2% penas

(

horas) Desvio
Média ~

padrao
24 1,60 0,29
48 11,25 1,50
72 7,75 1,56
96 3,50 1,15

Atividade Proteolitica

(ng/mL)
Média E:jr‘gg
70,97 3,14
91,04 4,50
50,06 23,07
20,88 5,96

Média
1,75
4,16
4,71
5,67

Desvio
padrao
0,229
0,285
0,339
0,372

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 14 - Atividade queratinolitica, proteolitica e concentragdo de proteinas obtidas

em funcdo da condig¢ao de cultivo (35°C, 150 rpm e 2% penas).
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Como observado na Tabela 7 e na Figura 15 a utilizagédo de 3% de penas

proporcionou a maior atividade queratinolitica apés 72 horas de cultivo, 21 U/mL,

apresentando, posteriormente, uma queda (6,75 U/mL apds 96 horas de cultivo).

Comparado com as fermentagdes anteriores em que as concentracdes de substrato

foram variadas em 1 e 2% (mantendo fixa velocidade de agitagdo e temperatura), a

concentracdo de 3% de penas resultou em atividade queratinolitica superior a obtida
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com 2% de penas (11,25 U/mL em 48 horas), porém foi, consideravelmente, menor
que aquela observada quando o cultivo foi realizado a concentracao de 1% de penas
(48,5 U/mL em 72 horas). Este fato evidencia que para o cultivo de Bacillus sp. LM-
21, a melhor concentragao de substrato a ser utilizada para produc¢ao de queratinase
€ 1%.

A maior atividade proteolitica obtida foi observada apos 48 horas de cultivo,
sendo esta 84,69 pg/mL. A adicdo de maior porcentagem de substrato resultou na
maior concentracado de proteinas reportada em todo o estudo, 7,45 mg/mL apés 96

horas, sendo esta concentragao crescente no decorrer de toda a fermentagéo.

Tabela 7 - Atividade queratinolitica, proteolitica e concentracédo de proteinas obtidas
em funcdo da condigao de cultivo (35°C, 150rpm e 3% penas).

Fermentagédo: 35°C 150rpm 3% penas

Atividade Proteolitica
Tempo (mg/mL)
(horas)

Média Eaedsgg Média E:;é'g Média E:;r‘gg
24 600 150 3581 6,91 183 0358
48 1400 189 8469 8,23 514 0539
72 2100 198 2417 8,64 634 0,149
9% 675 075 1591 443 745 0113

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 15 - Atividade queratinolitica, proteolitica e concentragao de proteinas obtidas
em func¢ado da condigao de cultivo (35°C, 150 rpm e 3% penas).
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Fonte: Elaborado pela autora.

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que a 1% de penas a cepa
Bacillus sp. LM-21 mostrou-se mais eficaz na producdo de enzima queratinase
quando comparada com as fermentacdes realizadas a 2 e 3%, devido a maior
atividade queratinolitica observada (48,5 U/mL).

Cai et al. (2008) estudando a producéo de queratinase pela cepa mutante KD-
N2 de Bacillus subtilis verificaram que a melhor concentracdo de penas a ser
utilizada no meio de cultivo, neste caso, foi também de 1%. As concentracdes
estudadas incluiram 0,1; 0,5; 1; 1,5 e 2% (m/v) de penas, de modo que na
concentragao de 1% ocorreu a maior atividade queratiolitica (70,4 U/mL), sendo esta
atividade diminuida para valores de concentragado superiores ou inferiores a 1%.

Outros estudos foram realizados com uma grande gama de micro-organismos
avaliando a influéncia da concentracdo de substrato na produgdao de enzima
queratinase. Cheng et al. (1995) relataram que a concentragao de 1% (m/v) de

penas resultou em maior atividade queratinolitica no cultivo de Bacillus licheniformis
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PWD-1. Segundo os autores o aumento da concentragcédo de substrato pode causar
um aumento na viscosidade do meio gerando falta de oxigénio para o crescimento
celular e consequentemente, queda na producdo de queratinase. Suntornsuk e
Suntornsuk (2003) também relataram resultados semelhantes para Bacillus sp.
FK46, demonstrando que concentragbes mais elevadas (3% e 5%) causaram
inibicao e repressao da producao de queratinase.

Anbu et al. (2007) estudaram a producdo de queratinase em meio de cultura
contendo diferentes concentragées de penas (0,2 - 3,8% ml/v), sendo que maior
producao foi obtida quando utilizado 1,5% de penas. Sahoo et al. (2012) estudando
Bacillus weihenstephanensis PKD-5 relataram que com o aumento da concentragao
de substrato (1,5% para 2%) ocorreu queda na produgao de queratinase.

Park e Son (2009) estudaram a cepa Bacillus megaterium F7-1 e reportaram
que a concentragdo de penas exerceu influéncia na producdo de queratinase. No
estudo, os autores variaram as concentragdes entre 0 a 2,0% (m/v), sendo o cultivo
realizado a 30°C, 200 rpm e pH inicial 7,5. Segundo os autores, a produgédo de
queratinase aumentou com o aumento da concentracdo de penas de 0,1 a 1,6%
(m/v), entretanto, a utilizagdo de 1,8% (m/v) de penas resultou em diminuigdo da
producdo de queratinase. Sendo assim, a maior producdo de queratinase foi
observada a 1,6% (m/v), alcangando 690 U/mL. Observou-se que a porcentagem de
degradagdao de penas foi inversamente proporcional a concentracdo de penas
utilizada no meio de cultivo.

Jain et al. (2011) avaliaram a degradacdo de penas por Streptomyces
exfoliatus CFS 1068 em funcdo da concentragcao de penas utilizadas no meio de
cultivo (0,5; 1,0; 1,5; e 2,0% - m/v). Neste estudo utilizou-se meio basal acrescido de
penas nas concentragbes estudadas, o cultivo foi realizado a 150 rpm durante 6
dias. O material resultante da hidrélise foi analisado quanto a presenca de
aminoacidos e proteinas. O resultado obtido mostrou que a melhor concentracido de
penas foi também 1%, resultando em 2,073 ug/mL proteinas e 2,291 pg/mL de
aminoacidos soluveis.

Ni et al. (2011) estudando a produgao de queratinase por Bacillus
licheniformis ZJUEL31410 constataram que a producdo de queratinase foi
dependente da concentracao inicial de penas, de modo que 2% foi a concentragao
considerada ideal para produgao de queratinase (0,5; 1; 1,5; 2; 2,5% - m/v), sendo

esse resultado contrastante com obtido no presente estudo. A producido de
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queratinase quando utilizado 0,5% de penas foi cerca de 7 vezes menor que a
queratinase produzida a 2% de penas. Contudo, a 2,5% de penas os autores
reportaram repressao da queratinase pelo substrato.

Considerando as condigdes de cultivo estudadas, a maior atividade
queratinolitica foi reportada quando a cepa foi cultivada a 35°C, 150 rpm e 1% de
penas, (48,5 U/mL apds 72 horas de cultivo), esses parametros portanto, foram
considerados 6timos para producao de queratinase por Bacillus sp. LM-21.

No estudo realizado por Chitte et al. (1999) maior atividade queratinolitica foi
observada apos 22 horas no cultivo realizado com a cepa Streptomyces
thermoviolaceus SD8, ja Bacillus cereus apresentou a maior atividade queratinolitica
apo6s 60 horas de incubagéao (KIM et al., 2001). Bacillus pumilus e Bacillus sp. SCB-3
apresentaram maior atividade queratinolitica ap6s72 horas (KIM et al., 2001; LEE et
al.,, 2002), Bacillus sp. Fk46 e Dermatophilus congolensis apresentaram maior
atividade apdés 12 e 14 dias, respectivamente (NITISINPRASERT et al., 1999;
SUNTORNSUK; SUNTORNSUK, 2003).

A determinacado de atividade queratinolitica a partir do cultivo de diferentes
micro-organismos € de dificil comparagao por apresentar diferentes métodos de
ensaio com diferentes substratos (GUPTA; RAMNANI, 2006; SON et al., 2008).
Contudo, considerando o género Bacillus é possivel observar variagdo nos
resultados. No presente estudo, a maior atividade queratinolitica observada foi de
48,5 U/mL, ja para B. subtilis, B. pumilis e B. cereus as maiores atividades
queratinoliticas foram de, respectivamente, 161, 149, 117 U/mL (KIM et al., 2001).
Bacillus megaterium F7-1 apresentou atividade queratinolitica de 58 U/mL (PARK;
SON, 2009), enquanto que Bacillus cereus LAU 08 apresentou maior atividade
queratinolitica de 51,7 U/mL (LATEEF et al., 2010) e Bacillus subtilis apresentou
uma atividade queratinolitica de 53,3 U/mL (JEONG et al., 2010). Ja Bacillus sp.
MKRS5 exibiu alta atividade queratinolitica, 225 U/mL (GHASEMI et al., 2012).

Alta atividade queratinolitica resulta em boa degradacado de penas. A adesao
bacteriana pode desempenhar papel chave durante o processo de degradacéo,
provavelmente porque fornece condicdes de reducdo adequadas para promogao da
quebra das pontes dissulfeto no substrato queratinoso (RIFFEL et al., 2011). Deste
modo, realizou-se Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) da amostra de
Bacillus sp. LM-21 cultivado a 35°C, 150 rpm, 1% de penas durante 72 horas, a fim

de avaliar o potencial do micro-organismo em aderir ao substrato. As Figuras de 16
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a 20 ilustram a adesao de Bacillus sp. LM-21 as penas, mostrando alta colonizagao

da cepa ap6s 72 horas.

Figura 16 - MEV das penas em suspensao apos cultivo de Bacillus sp. LM-21em
meio de cultura descrito por Williams et al. (1990). Amostra com 72 horas de cultivo.
Aumento 1200 x.

TM3000_3014 2012/0713 1023 A  DS.4 x1.2k  50um

Fonte: Fotografado por Antonio Teruyoski Yabuki.

Figura 17 - MEV das penas em suspensao apos cultivo de Bacillus sp. LM-21em
meio de cultura descrito por Williams et al. (1990). Amostra com 72 horas de cultivo.
Aumento 1800 x.

TM3000_3018 2012/0713 10:31 A D94 x1.8k  50um

Fonte: Fotografado por Antonio Teruyoski Yabuki.
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Figura 18 - MEV das penas em suspensao apos cultivo de Bacillus sp. LM-21em
meio de cultura descrito por Williams et al. (1990). Amostra com 72 horas de cultivo.
Aumento 2000 x.

TM3000_3021 2012/0713 10:40 A D9.1 x20k  30um

Fonte: Fotografado por Antonio Teruyoski Yabuki.

Figura 19 - MEV das penas em suspensao apos cultivo de Bacillus sp. LM-21em
meio de cultura descrito por Williams et al. (1990). Amostra com 72 horas de cultivo.
Aumento 4000 x.

2012/0713 10:18 A D94 x40k 20um 2012/0713 1029 A D94 x40k 20um

Fonte: Fotografado por Antonio Teruyoski Yabuki.
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Figura 20 - MEV das penas em suspensao apos cultivo de Bacillus sp. LM-21em
meio de cultura descrito por Williams et al. (1990). Amostra com 72 horas de cultivo.
Aumento 7000 x.

20120713 1038 A D81 x70k  10um

201207113 1025 A D84 k70K 10 um 2020713 1027 A D84 KTk 10 um

Fonte: Fotografado por Antonio Teruyoski Yabuki.

4.3 Caracterizagao fisico-quimica do caldo enzimatico de Bacillus sp. LM-21

Como mencionado anteriormente, realizou-se a caracterizagao fisico-quimica
do caldo bruto enzimatico obtido a 35°C, 150 rpm e 1% de penas. Todas as
variaveis estudadas foram realizadas em triplicata, sendo calculadas as médias e

desvios padrao. A tabela 8 apresenta todas as variaveis estudadas.
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Tabela 8 - Média das atividades queratinoliticas obtidas para cada variavel estudada
na caracterizacgao fisico-quimica da enzima produzida por Bacillus sp. LM-21.

Média para pH Média para Temperatura
pH Atividade Queratinolitica Temperatura Atividade Queratinolitica
(U/mL) (U/mL)
4,0 0 30°C 5,25
5,0 0 40°C 28,75
6,0 0 50°C 43,4
7,0 14 60°C 35,75
8,5 445 70°C 22,75
9,0 48,75
10,00 10,75
Média para substancias Média para ions
Substancias Atividade Queratinolitica lons (5 mM) Atividade Queratinolitica
(U/mL) (U/mL)
DMSO 1% 14,25 BaCl,2H,0 41,25
EDTA 5mM 14,75 CaCl, 22,00
IsopropanoL 1% 19,75 CuS0, 5H,0 37,50
Mercaptoetanol 0,1% 192,50 FeCl; 6H,O 22,75
Triton 0,1% 25,25 HgCl 91,50
Tween 0,1% 24,5 MgCl, 6H,0 29,50
MnSO4H,0 0,00

Fonte: Dados da pesquisa.

Primeiramente sera discutido o comportamento da enzima quando incubada
em diferentes pH e temperaturas e posteriormente os resultados obtidos quando o
caldo enzimatico bruto foi incubado em diferentes substancias: BaCl,2H,0, CaCly,
CuSo045H,0, FeCl36H,0, HgCl, MgCl,6H,0, MnSo4H,0 — (m/v); DMSO 1% (v/v);
EDTA 5 mM (m/v); Isopropanol 1% (v/v); Mercaptoetanol 0,1% (v/v); Triton 0,1%
(v/v) e Tween 0,1% (v/v).

Como observado na tabela 9 e Figura 21 a atividade queratinolitica foi nula
para valores de pH inferiores 6. Valores extremos de pH geralmente inativam as
enzimas pela protonagao ou desprotonagdo de aminoacidos que estdo presentes no
sitio catalitico da enzima (BOBBIO; BOBBIO, 1995). A queratinase apresentou
atividade na faixa de pH 7,0 - 10,0. A atividade queratinolitica 6tima foi obtida em pH
9,0 (48,75 U/mL), sendo que para valores inferiores e superiores a esse pH ocorreu

diminuicdo da atividade queratinolitica.
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Resultado contrastante ao obtido neste estudo foi observado por Ali et al.
(2011) ao realizarem um estudo com o fungo Aspergillus oryzae NRRL-447, no qual
a caracterizagdo da queratinase produzida pelo fungo foi também realizada. Ao
analisar o efeito do pH na agédo da enzima, os autores constataram que quando
incubada a pH 9,0, a atividade queratinolitica decaiu 9%, sendo pH 7,0 o 6timo

encontrado para agao da queratinase.

Tabela 9 - Atividades queratinoliticas residuais quando incubadas em diferentes
valores de pH, médias e desvios padrodes.

Valores pH Media PD:jr\gg
Atividade Queratinolitica (U/mL) (U/mL)
4,00 0 0
5,00 0 0
6,00 0 0
700 14 0,87
8,50 44,5 2,17
9,00 48,75 S
10,00 10,75 1

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 21 - Atividades queratinoliticas residuais quando incubadas em diferentes
valores de pH.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Letourneau et al. (1998) constataram que a atividade da enzima queratinase
produzida por Streptomyces sp. foi inativa em pH 5,0, como ocorrido no presente
estudo com Bacillus sp. LM-21, contudo a atividade maxima para Streptomyces sp.
ocorreu em pH 10,0. No estudo realizado por Bernal et al. (2003), maxima atividade
da enzima também ocorreu em pH 10,0 quando avaliada a queratinase produzida
por Kokurea rosea LPB 3.

Anbu et al. (2005) realizaram um estudo com Scopulariopsis brevicaulis no
qual determinaram a influéncia das variaveis pH, temperatura e concentragdo de
sais na atividade enzimatica. No que se refere ao pH, a faixa variada foi de 4,0 - 11,0
sob 37°C. A queratinase foi ativa em condicdo alcalina, com atividade 6tima em pH
8,0. O aumento de pH a partir do valor 6timo fez a atividade da queratinase declinar.
A atividade da queratinase foi mais estavel na faixa de pH 6,0 - 8,5.

A influéncia do pH na atividade da enzima queratinase também foi relatada
por Riffel et al. (2007). O autor realizou o estudo com a enzima purificada
constatando que em pH mais baixo a atividade foi inferior, atingindo em pH 6,0 uma
atividade 80% inferior a atividade determinada em pH 8,0. Quando determinada em
valores de pH superior a 8,5 (9,0; 9,5; 10,0) atividades inferiores foram verificadas:
40, 45 e 65%, respectivamente.

Wang et al. (2008) isolaram e identificaram a bactéria Chryseobacterium
taeanense TKUOO1. Duas proteases extracelulares foram purificadas e
caracterizadas. A estabilidade enzimatica foi avaliada em diferentes valores de pH e
temperatura, assim como na adi¢do de diferentes ions metalicos (5 mM) — Mg**;
Cu?*, Fe**, Ca®*, Zn**, Mn*" e Ba?*-, inibidores de proteases - PMSF e EDTA - e
solventes organicos. As atividades das enzimas Fl e Fll foram maximas em pH 8,0 e
7,0, enquanto que as mesmas mantiveram-se estaveis em faixas de pH 6,0- 9,0 e
pH 7,0 - 9,0, respectivamente. 60°C foi a temperatura considerada 6tima para agao
de ambas as enzimas Fl e FII.

Lin e Yin (2010) realizaram estudo com a cepa Bacillus licheniformis YJ4 no
qual avaliaram a influéncia do pH na estabilidade de duas queratinases (Queratinase
I e Il). As enzimas foram incubadas em uma faixa de pH 3,0 - 11,0 e os resultados
obtidos foram semelhantes aos avaliados no presente estudo com LM-21. Ambas as
queratinases obtiveram um 6timo de pH 9,0. Bacillus licheniformis YJ4 apresentou
atividade queratinolitica relativa baixa quando em pH menor que 6,0, sendo que se

manteve estavel em pH 6,0 - 10,0. Como observado no presente estudo, a enzima
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produzida por Bacillus sp. LM-21 ndo apresentou atividade queratinolitica quando
incubada em pH menor que 6,0.

Fakhfakh-Zouari et al. (2010) analisando as proteases produzidas por Bacillus
pumilus A1 verificaram a influéncia de diferentes pHs, temperaturas e ions metalicos
na acdo das mesmas. A influéncia do pH sobre a atividade da protease foi avaliado
na faixa de pH 6,0 - 10,0 a 60°C, sendo inferidas atividades queratinoliticas e
atividades proteoliticas. O pH 6timo para atividade queratinolitica foi 9,0 e para
atividade proteolitica foi 8,5. Para valores de pH abaixo de 8,5 a atividade
queratinolitica foi reduzida.

Sapna e Yamini (2011) estudaram a influéncia do pH na atividade de
queratinase de diferentes cepas de Streptococcus sp. As cepas foram isoladas a
partir de amostras de solo. Neste estudo, sete valores de pH foram testados quanto
a influéncia na atividade da queratinase, variando de pH 6,0 - 9,0. A cepa BS-1
apresentou 6timo de atividade queratinolitica em pH 8,5, a cepa BS-2 em pH 9,0, a
BS-3 em pH 8,0 e a BS-4 em pH 8,5, mostrando que a queratinase atua melhor na
faixa de pH 8,0 a 9,0.

Geralmente as determinagdes de atividade enzimatica sao realizadas em pH
8,0 ou 8,5, sendo mais ativas nesta faixa (Cortezi et al. 2008b).

Jellouli et al. (2011) avaliaram em seu estudo com Bacillus licheniformis
MP1uma serino protease alcalina e verificaram que a enzima purificada foi altamente
ativa em pH 8,0 - 12,0, com um étimo de pH 10,0.

Quando verificada a influéncia da temperatura na atividade da enzima
queratinase, como mostra a tabela 10 e Figura 22, esta se apresentou mais ativa em
uma variagao de 40 a 60°C, alcangcando um valor maximo quando incubada a 50°C
(43,4 U/mL). Menor atividade enzimatica foi obtida quando a temperatura de 30°C foi
utilizada, resultando em uma atividade relativa de 12,09%. Este resultado esta de
acordo com o observado por Scopes (1994), o qual relatou que com o aumento da
temperatura, ocorreu uma elevagédo da atividade da enzima, aumentando assim, a

formagao do complexo enzimatico.
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Tabela 10 - Médias e desvios padrao das atividades queratinoliticas residuais
obtidas quando a queratinase foi incubada em diferentes temperaturas.

Média Desvio

o o Padréao
Temperatura Atividade Queratinolitica (U/mL) (U/mL)

30°C 5,25 2,25
40°C 28,75 4,26
50°C 43,42 5,65
60°C 35,75 3,12
70°C 22,75 3,12

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 22 - Atividades queratinoliticas residuais quando incubadas em diferentes
temperaturas.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Ao ser incubada a 60°C a enzima apresentou atividade queratinolitica relativa
igual a 82,34% e a 70°C igual a 52,4%. Portanto, fica claro que para valores de
temperatura superiores a 50°C, a atividade da enzima produzida por LM-21 cai
gradativamente conforme se aumenta a temperatura. De modo geral, as enzimas
reagem lentamente em temperaturas de subcongelamento e sua atividade aumenta
com o aumento da temperatura até atingir uma atividade 6tima, geralmente na faixa
de 45°C (BOBBIO; BOBBIO, 1995). Um aumento na temperatura pode gerar
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inativagdo gradativa da enzima, até a sua inativagao total, fato esse causado pela
desnaturacdo da proteina pelo calor (CORTEZI et al., 2008b), como ocorre no
presente estudo. Contudo, Ali et al. (2011) constataram que para o fungo Aspergillus
oryzae NRRL-447 a temperatura 6tima para atividade da queratinase foi de 70°C.

Anbu et al. (2005) realizaram Box-Behnken design onde estudaram a
influéncia da temperatura na agdo da enzima queratinase. Neste experimento, os
autores constataram que a temperatura 6tima para a atividade da enzima foi 40°C.
Acima de 50°C, a atividade enzimatica foi quase inativa.

Lin e Yin (2010) em seu estudo com Bacillus licheniformis YJ4 também
avaliaram a influéncia da temperatura na estabilidade das duas queratinases (I e Il)
produzidas pela cepa. Os autores concluiram que ambas as queratinases
apresentaram um 6timo de 60°C (faixa estudada 10 - 90°C), sendo estaveis de 10 a
50°C. A partir de 70°C as atividades queratinoliticas foram diminuidas. No presente
estudo com Bacillus sp. LM-21, a atividade queratinolitica foi reduzida em
temperatura superior a 50°C.

Fakhfakh-Zouari et al. (2010) estudando Bacillus pumilus A1 analisaram a
influéncia da temperatura na atividade queratinolitica da enzima bruta produzida pela
cepa. A queratinase foi ativa entre 50 - 70°C com uma atividade 6tima a 55°C. As
atividades queratinoliticas relativas a 40°C e 70°C foram de 51,5% e 55%,
respectivamente.

Sapna e Yamini (2011) em seu estudo com Streptococcus sp. avaliaram a
influéncia da temperatura na atividade da queratinase. As temperaturas estudadas
foram 26°C, 30°C, 34°C, 38°C. Os resultados obtidos revelaram que a cepa BS-1
apresentou acao 6tima da queratinase a 30°C, BS-2 a 38°C, BS-3 também a 38°C,
enquanto que BS-3 demonstrou acao 6tima a 34°C.

Jellouli et al. (2011) avaliaram a influéncia da temperatura na agéo da
protease alcalina de Bacillus licheniformis MP1. A enzima foi ativa em uma larga
faixa de temperatura, com um 6timo de temperatura em 70°C. As atividades relativas
a 65 e 75°C foram por volta de 81 e 90% , respectivamente.

Sahoo et al. (2012) em seu estudo com Bacillus weihenstephanensis PKD-5
também avaliaram a influéncia da temperatura sob a queratinase extracelular
sintetizada pela cepa. A faixa de temperatura estudada variou de 30 - 60°C, de
modo que a temperatura 6tima foi de 40°C, para além da qual a atividade foi

reduzida. A enzima manteve-se estavel entre 40 e 50°C.
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A Figura 23 apresenta as atividades queratinoliticas relativas quando o caldo
de cultura isento de células foi incubado em diferentes substancias contendo ions na
concentracdo de 5 mM. Todos os ions utilizados inibiram a queratinase. As
atividades queratinoliticas relativas foram as seguintes: BaCl,2H,0 - 37,93%; CaCl,
— 20,23%; CuSO45H,0 — 34,48%; FeCl36H,0 — 20,92%; HgCl — 84,14%; MgCl,6H,0
—27,13%; MnSO4H,0 — 0%. A partir dos resultados obtidos, evidencia-se HgCl inibiu
fracamente a queratinase, enquanto que MnSO4H,0 foi capaz de inibir totalmente a

acao da enzima.

Tabela 11 - Médias e desvios padrao das atividades queratinoliticas obtidas quando
a enzima foi incubada com diferentes ions.

. Média Desvio
S nekE Atividade Queratinolitica (U/mL) I(:,S/dr;?_c))
Controle 108,75 16,9
BaCl,2H,0 41,25 4,9
CaCl, 22 6,1
CuSo, 5H,0 37,5 12,4
FeCl; 6H,O 22,75 7,5
HgCl 91,5 25,3
MgCl,6H,0 29,5 6,9
MnSo,H,0 0 0

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 23 - Atividades queratinoliticas residuais quando incubadas com

diferentes ions.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Como observado, MnSO4H,O, CaCl, e MgCl, inibiram fortemente a
queratinase produzida por Bacillus sp. LM-21, resultando em uma atividade
queratinolitica relativa de 0% para utilizagcdo de Manganés, 20,23% para a utilizagao
de Calcio e 27,13% para a utilizagdo de Magnésio. Resultado contrastante a este foi
observado por Riffel et al. (2007) no qual o autor constatou que quando incubada em
Calcio e Magnésio a enzima produzida por Streptomyces sp. foi ativada
apresentando atividades queratinoliticas relativas iguais a 355 e 114%,
respectivamente.

Ja Oliveira (2006) verificou em seu trabalho que a enzima queratinase
produzida por Streptomyces sp. foi estimulada por BaCl, (2 mM), sendo que o
mesmo apresentou efeito inverso quando na concentragcdo de 10 mM. A enzima foi
fortemente inibida por CaCl, e MnCl, como no presente estudo com Bacillus sp. LM-
21, além de ter sido fortemente inibida por HgCl, e ZnCl..

Quando a queratinase produzida por Bacillus sp. LM-21foi incubada com
HgCl, esta foi fracamente inibida (84,14%). Este resultado é contrastante com os
resultados obtidos por Thys et al. (2004). Os autores relatou que na concentracéo de

5 mM, HgCl, levou a enzima a uma inativagao total. Os autores sugerem que a
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cisteina esteja presente no sitio ativo da enzima ou préximo dessa regido. Ali et al.
(2011) relataram essa mesma observacao ao estudar a queratinase produzida por
Aspergillus oryzae e constatar que Hg®* inibiu fortemente a queratinase (58%).
Contudo, os autores também atribuiram a inibicado por Hg ndo apenas a ligagdo dos
grupos tiol, mas como resultado da interagdo com residuos de triptofano ou com os
grupos carbonila de aminoacidos da enzima.

Anbu et al. (2005) realizaram um estudo de caracterizagdo da enzima
queratinolitica produzida por Scopulariopsis brevicaulis. A enzima teve sua agéo
parcialmente inibida pela adigdo dos metais Mg, Co, Ag e Pb, enquanto que a adicao
de Zn e Mn ndo provocou perda na atividade queratinolitica. Vale ressaltar, contudo,
que no presente estudo com Bacillus sp. LM-21, Mn foi capaz de inibir totalmente a
acao da queratinase.

No estudo de Wang et al. (2008) com a cepa Chryseobacterium taeanenese
TKUOO1 a adigdo de ions metalicos as queratinases Fl e Fll foi investigada. Foi
constatada a total inibicdo das proteases Fl e Fll pelos ions metalicos Cu?* e Fe?*.
No presente estudo, ambos os ions também exerceram acgao de inativacdo na
queratinase produzida por Bacillus sp. LM-21, sendo que a substancia CuSO45H,0
apresentou atividade queratinolitica relativa de 34,48% e FeCl36H,O apresentou
uma atividade queratinolitica relativa de 20,92%. Contudo, apenas a substancia
MnSO4H;0 foi capaz de inibir totalmente a acdo da queratinase.

Fakhfakh-Zouari et al. (2010) estudando a cepa Bacillus pumilus A1 também
analisaram a influéncia de diferentes ions metalicos na atividade da queratinase. Os
autores constataram que a adigdo de Ca®" e Na* no caldo enzimatico aumentou a
atividade queratinolitica em 50 e 22%, respectivamente. No entanto, a adi¢ao de
Cu? inibiu a atividade da queratinase em 28%, Mn?* provocou inibicdo em 47% e
Hg®* inibiu a enzima em 92%. Mg*, Ba** e K* ndo demonstraram influéncia na
atividade da enzima.

Lin e Yin (2010) no estudo da producdo de queratinase pela cepa Bacillus
licheniformis YJ4 purificaram duas enzimas com agao queratinolitica. Um estudo de
caracterizagcao foi realizado para essas enzimas de modo que os efeitos de ions
metalicos, agentes redutores e inibidores foram descritos, sendo os ions metalicos
utilizados - Li*; Ba**, Ca®*, Cd?**, Co*", Cu?*, Fe**, Hg**, Ni**, Zn**, Fe*; os agentes
redutores - DTT (Ditiotreitol), GSH (Glutationa), -M (B-Mercaptoetanol); e agentes
inibidores - EDTA (Acido etilenodiaminotetracético), NEM (N-etilmaleimida), p CMB
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(p — cloromercuribenzoato) PMSF (fluoreto-de-sulfonilo-fenilmetil) e TLCK (N-toyl-L-
lisina-clorometilcetona), incubados a 25°C durante 30 minutos. Os resultados
mostraram que a queratinase | foi moderadamente inibida por Ca®*+, Cd**, Co*",
Ni**, TLCK e EDTA; altamente inibida por Cu®*, Fe?*, Hg?*, Zn**, Fe*, NEM e p
CMB, enquanto que foi ativada por Li*; DTT, GSH e B-M. Ja a queratinase |l foi
moderadamente inibida por Cd**, Co**, Fe?*, Ni**, EDTA, NEM, p CMB e TLCK;
altamente inibida por Cu?*, Hg**, Zn%**, Fe*" e PMSF, sendo ativada por DTT, GSH e
B-Mercaptoetanol.

Comparando os resultados obtidos por Lin e Yin (2010) com os do presente
estudo com Bacillus sp. LM-21, verifica-se que o ion Hg®" inibiu fortemente as
queratinases | e Il de Bacillus licheniformisYJ4, enquanto que em Bacillus sp. LM-21,
a inibicdo foi parcial. Da mesma forma, o ion Ca?' inibiu moderadamente as
queratinases | e Il de Bacillus licheniformis YJ4, enquanto que no presente estudo,
este apresentou forte inibicdo da queratinase de Bacillus sp. LM-21. Ja o ion Cu?* foi
um inibidor ativo tanto para queratinase de Bacillus sp. LM-21 (neste estudo), quanto
para as queratinases | e Il de Bacillus licheniformisYJ4.

A Figura 24 apresenta as atividades queratinoliticas relativas quando o caldo
enzimatico foi incubado em diferentes substancias. Nota-se que apenas
mercaptoetanol 0,1% (v/v) foi capaz de promover ativagdo da enzima, sendo bem
efetiva, com uma atividade queratinolitica relativa de 177,01%. Todas as demais
substancias utilizadas na incubagdo da queratinase provocaram inibicao da enzima,
de modo que as atividades queratinoliticas relativas foram de: 32,83% para DMSO
1% (vIv), 33,99% para EDTA 5 mM (m/v), 45,51% para Isopropanol 1% (v/v), 58,18%
para Triton 0,1% (v/v) e 56,45% para Tween 0,1% (v/v).



Tabela 12 - Atividades queratinoliticas quando incubadas com diferentes

substancias, suas médias e

desvios padréo.

. Média Desvio

SUDEEE Atividade Queratinolitica (U/mL) fjfr;aL‘;
Controle 43,3 2,3
DMSO 1% 14,25 3,0
EDTA 5mM 14,75 1,1
Isopropanol 1% 19,75 39,5
Mercaptoetanol 0,1% 192,5 3,0
Triton 0,1% 25,25 3,1
Tween 0,1% 24,5 5,6

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 24 - Atividades queratinoliticas residuais quando incubadas com diferentes

substancias.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A incubagdo com EDTA (5 mM) provocou na queratinase inibi¢ao resultando
em uma atividade queratinolitica relativa de 33,99%. Riffel et al. (2007) demonstrou

em seu estudo que a enzima produzida por Streptomyces sp. também apresentou

inibicdo de 35% quando incubada em EDTA (10 mM) e um aumento da inibi¢ao

ocorreu quando esta foi incubada em uma concentragédo maior (50 mM), resultando

em uma inibicdo de 79%. O autor relatou que a queratinase pertence a familia das
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metaloproteases ja que houve a inibicado por EDTA. O mesmo autor verificou que a
enzima produzida por Chryseobacterium sp. apresentou uma inibicdo de 57%
quando incubada em EDTA (5 mM).

Inibicdo por EDTA também foi observada nos estudos realizados por Oliveira
(2006) em que o autor verificou que a concentracdo de 10 mM desta substancia
resultou em uma inibicdo de 47,1%, porém, a enzima nao foi inibida quando 2 mM
foi adicionado a enzima.

A inibicdo da queratinase por agentes quelantes pode fornecer um método
para inativagao temporaria das mesmas durante o armazenamento destas proteinas,
reduzindo a autdlise associada com enzimas proteoliticas. Neste caso, a natureza
metaloenzimatica de algumas queratinases representa um método para
imobilizagdo, a qual tem sido apontada como sendo capaz de aumentar a
estabilidade devido a redugéo da autdlise enzimatica (ALPRESS et al., 2002).

Wang et al. (2008) estudaram a influéncia de diferentes substancias na acéo
de duas proteases sintetizadas por Chryseobacterium taeanenese TKUO0O1,
denominadas Fl e FIl. Os autores utilizaram dois inibidores de enzima, PMSF e
EDTA, e reportaram que PMSF n&o apresentou efeito significativo na agcéo das
proteases purificadas, enquanto que EDTA foi um forte inibidor, indicando que as
proteases TKUOO1 Fl e Fll sdo metaloenzimas.

Wang et al. (2008) também estudaram a acao de alguns surfactantes sob as
atividades exercidas por Fl e Fll. Foi descrito que na presenga de 2% de Tween 20,
Tween 40 e Triton X-100, a atividade da TKUOO1 FI manteve 79%, 80% e 110% da
atividade original, enquanto que Fll, entretanto, manteve 100%, 100% e 121% da
atividade original, respectivamente. Isto mostra que as enzimas foram pouco ou
nada inibidas por acdo de Tween, enquanto que, a adigdo de Triton provocou
ativacdo das mesmas.

Na presente investigagdao com Bacillus sp. LM-21, a acdo de Tween 0,1% e
Triton 0,1% provocaram inibicdo da queratinase. Ambas as substancias inibiram a
enzima em aproximadamente metade do seu potencial de acdo, sendo que a
primeira apresentou uma atividade queratinolitica relativa de 56,45% e a segunda de
58,18%.

Lin e Yin (2010) caracterizando duas enzimas queratinoliticas produzidas por
Bacillus licheniformisYJ4 evidenciaram que a incubagcdo com EDTA provocou

inibicho moderada para as queratinases de Bacillus licheniformis YJ4. Ja a
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incubacdo com [p-mercaptoetanol foi capaz de ativar a agdo das enzimas
queratinoliticas produzidas por Bacillus licheniformis YJ4, resultado este, semelhante
ao obtido para cepa Bacillus sp. LM-21 no qual a adicdo de B-mercaptoetanol
resultou em atividade queratinolitica relativa de 177,01%.

Ali et al. (2011) também relataram em seu estudo com o fungo Aspergillus
oryzae NRRL-447 que a adicdo de [B-mercaptoetanol causou uma atividade
queratinolitica relativa de 119%. Os autores explicaram esse aumento pelo fato de a
reacao ter disponiveis grupos sufridrilicos. Muitos estudos tem usado agentes
redutores como [(B-Mercaptoetanol para aumentar a atividade da queratinase, como
Bockle et al. (1995), Bressollier et al. (1999) e Riffel et al. (2003). Estes estudos
observaram que agentes redutores podem diminuir as pontes dissulfeto da queratina
por sulfitélise e também tornar o substrato mais acessivel para que a queratinase
atue.

Diante dos resultados apresentados, a queratinase produzida por Bacillus sp.
LM-21 parece pertencer a familia das metaloproteases, ja que foi inibida quando
incubada em EDTA.

Com intuito de verificar a presenca de aminoacidos no caldo de cultura de
Bacillus sp. LM-21 quando cultivado a 150 rpm, 35°C e 1% de penas, realizou-se
cromatografia em camada delgada de amostra com 72 horas de cultivo.

Como observado na Figura 25 a amostra foi aplicada na placa de silica-gel
seguida pelo aminoacido acido aspartico (Rf 0,64), asparagina (Rf 0,57), fenilalanina
(Rf 0,84), acido glutamico (Rf 0,71), histidina (Rf 0,31), leucina (Rf 0,85), lisina (Rf
0,27), metionina (Rf 0,79), prolina (Rf 0,50) e serina (Rf 0,63), utilizados como
padrao.

A amostra apresentou quatro spots visiveis (I; II; 1ll; e IV), sendo os RFs,
respectivamente, 0,85; 0,72; 0,58 e 0,27. Estes resultados constataram a liberacao
de aminoacidos no meio de cultivo de Bacillus sp. LM-21. Ao avaliar o spot | ndo se
podem afirmar com certeza quais aminoacidos foram liberados, se fenilalanina ou
leucina, devido ao fato destes se sobreporem, portanto fica de dificil analise se o
spot apresentado foi da liberacdo de fenilalanina, leucina ou de ambos. O spot I
com Rf igual a 0,72 indica a liberagéo de acido glutadmico, visto que esse apresenta
Rf 0,71. Ja o spot Il por apresentar Rf 0,58 indica a liberagdo do aminoacido
asparagina (Rf 0,57), enquanto que o spot IV indica a liberagao de lisina (Rf 0,27) no

meio de cultivo, visto que esse padrao apresentou o mesmo valor de Rf (0,27).
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Outros estudos avaliaram a presenga de aminoacidos soluveis no caldo de
cultivo de diferentes micro-organismos. Ghosh et al. (2008) objetivaram em seu
estudo a degradagao de penas por Bacillus cereus DCUW. Apés degradacédo das
penas, a composicdo de aminoacidos do hidrolisado foi avaliada por analise em
sistema HPLC (LC-10A, Shimadzu), sendo estes encontrados nas seguintes
concentragdes: acido aspartico 2,7 ug/mL; treonina 4,9 ug/mL; serina 2,59 pg/mL,
acido glutdmico 4,6 pg/mL; prolina 1,44 pg/mL; glicina 2,36 ug/mL; alanina 2,27
Mg/mL; valina 2,23 pg/L; metionina 0,63 pg/mL; isoleucina 2,0 pg/mL; leucina 3,35
pg/mL; tirosina 3,59 pg/mL; fenilalanina 1,67 pg/mL; histidina 3,4 yg/mL; lisina 9,5
pg/mL; triptofano 1,33 ug/mL e argenina 2,5 ug/mL.

O conteudo de aminoacidos presentes no caldo fermentado livre de células
também foi determinado por Zaghloul, et al. (2011), os quais relataram que
fenilalanina foi obtido em maior concentragdo, seguido por valina e tirosina, ja

metionina foi obtido em menor concentragao.

Figura 25 - Cromatografia em camada delgada (da esquerda para direita: amostra
do material fermentado com bandas |, II, lll e IV (150 rpm, 35°C, 1% apds 72 horas
de cultivo),acido aspartico, asparagina, fenilalanina, acido glutadmico, histidina,
leucina, lisina, metionina; prolina e serina.

Phe Leu

Met
I
Bl
Asp
Ser

Pro

IT1

His

Lys

Fonte: Fotografada pela autora.
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5 CONCLUSAO

O isolado LM-21 foi identificado por analise de sequenciamento do gene que
codifica para o RNA ribossomal 16S, como Bacillus sp. LM-21. Pela anadlise de
Microscopia Eletronica de Varredura foi observada forte aderéncia do micro-
organismo as penas apos 96 horas de cultivo, sendo possivel observar a
degradacgao das mesmas.

Quando estudada as condi¢des étimas de cultivo em shaker para Bacillus sp.
LM-21 observou-se que essas condi¢cdes foram: 35°C, 150 rpm, 1% de penas, 2%
de inoculo, pH inicial 7,4 e meio de cultivo proposto por Williams et al. (1990).

No estudo da caracterizagao da queratinase produzida por Bacillus sp. LM-21
observou-se que em valores de pH inferiores a 6,0 a enzima ndo apresentou
atividade queratinolitica, o pH 6timo para agdo da queratinase foi 9,0 (48,75 U/mL).
Quanto a temperatura, a enzima mostrou-se mais ativa quando incubada entre 40 e
60°C, alcangando um valor maximo de atividade queratinolitica quando incubada a
50°C (43,4 U/mL).

Na determinacdo da influéncia de substancias quimicas sobre acido da
enzima, observou-se que o B-mercaptoetanol (0,1%) promoveu ativagdo da enzima
(177,01%) - enquanto que DMSO (1%), EDTA (5 mM), Isopropanol (1%), Triton
(0,1%) e Tween (0,1%) exerceram inibicio da mesma, com atividades
queratinoliticas  relativas  32,83%, 33,99%, 45,51%, 58,18%, 56,45%,
respectivamente. Observou-se ainda que a enzima foi inibida por todos os ions
estudados, BaCl,2H,O (37,93%), CaCl, (20,23%); CuSO045H,0 (34,48%);
FeClz6H,0 (20,92%); MgCIl,6H,0 (27,13%), MnSO4H,0O (0%) e HgCl (84,14%).
Diante dos resultados obtidos, a queratinase produzida por Bacillus sp. LM-21
pertence a familia das metaloproteases, ja que foi inibida quando incubada em
EDTA.

O bioprocessamento de materiais ricos em queratina € uma das principais
aplicagbes para as queratinases. Além deste, estas enzimas também sé&o
consideradas como bons biocatalisadores para diversos propdsitos, incluindo a
utiizagdo em industrias de fertilizantes, ragdes, couros e téxteis, bem como
aplicacao nas areas biomédica e farmacéutica. Os resultados obtidos neste trabalho
mostraram que a queratinase produzida por Bacillus sp. LM-21 apresentou potencial

de mercado promissor de modo que mais estudos serao realizados no futuro.
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