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Resumo

Resumo

Enzimas sdo catalisadores fundamentais para os sistemas bioldgicos sendo
amplamente estudadas e aplicadas em todo o mundo, especialmente na area da saude.
Neste trabalho foi avaliada a aplicacdo de enzimas quitinoliticas e queratinoliticas em
ensaios in vitro contra Pedicullus humanus capitis e na degradacao de calos humanos,
respectivamente. Foram selecionados os micro-organismos com maior potencial para
produgdo dessas enzimas e determinados os parametros de produgdo, as condi¢des de
separacdo, purificacdo e caracterizacdo das enzimas. Os micro-organismos com maior
potencial para a producao de quitinases e queratinases foram os fungos Metarhizium
anisopliae CG374 e Aspergillus oryzae, respectivamente. As maiores producdes de
quitinases foram obtidas em biorreator a 28°C, pH 7,0, 1,5 vvm e 200 rpm apés 120 h.
Quando produzida em biorreator hiperbarico sob pressio de 5 bar, apresentou um
aumento de 21,3% na produtividade em relacdo ao biorreator convencional. Para
queratinases em biorreator, os parametros de producao foram 28°C, pH 6, 200 rpm, 1,5
vvm e 120 h. A producao das quitinases e queratinases em biorreator foi 83 e 154%
maior do que em frascos Erlenmeyer, respectivamente. A quitinase foi concentrada 5,12
vezes na purificacdo apresentando massas molares aproximadas de 24, 28 e 80 kDa.
Fracgdo purificada contendo quitinase apresentou estabilidade a 40°C por 60 minutos. A
queratinase foi concentrada 4,52 vezes apoés purificagdo com massas molares de 40 e 50
kDa apresentando estabilidade térmica a 40°C por 60 min. A avaliacdo das enzimas
quitinoliticas frente a piolhos humanos apontou para uma eficiéncia 9,1% maior quando
comparadas com produtos comerciais. A avaliacdo da acdo de enzimas queratinoliticas
na degradagdo de calos humanos demonstrou resultados significativos quando
comparados com produtos disponiveis no mercado alcancando maxima degradacao em
menor tempo.

Palavras-chave: Enzima, quitinase, queratinase, Aspergillus oryzae, Metarhizium

anisopliae, biorreator.



Abstract

Abstract

Enzymes are catalysts for fundamental biological systems is extensively studied and
applied worldwide, especially in health. In this study were evaluated the application of
enzymes chitinolytic and keratinolytic in tests in vitro against Pedicullus humanus capitis
and degradation of human callus, respectively. Were selected microorganisms with the
greatest potential for production of these enzymes and determined the production
parameters, conditions of separation, purification and characterization of enzymes. The
microorganisms with the higher potential for the production of chitinases and
keratinases were Metarhizium anisopliae CG374 and Aspergillus oryzae, respectively.
The highest yields of chitinases obtained in fermentations in a bioreactor were 28°C, pH
7.0, 1.5 vvm and 200 rpm after 120 h. When produced in the hyperbaric bioreactor at a
pressure of 5 bar, an increase of 21.3% in yield over conventional production in a
conventional bioreactor was observed. To keratinases in a bioreactor, the production
parameters were 28°C, pH 6.0, 200 rpm, and 1.5 vvm after 120h. The production of
chitinases and keratinases in bioreactor was 83 and 154% higher than in Erlenmeyer
flasks, respectively. The chitinase was 5.12 times concentred on the purification
presenting molar weight of approximately 24, 28 and 78 kDa. Fraction containing
purified chitinase showed thermal stability of 40°C for 60 min. Keratinase was
concentred 4.52 times after purification and presents molar weight of 40 and 50 kDa.
The purified fraction was thermal stability at 40°C for 60 min. Evaluation of chitinolytic
enzymes against human lice showed an efficiency of 9.1% higher for the enzymatic
extract when compared with commercial products. The evaluation of the action of
keratinolytic enzyme in the degradation of human callus showed significative results

when compared to products on the market less time reaching maximum degradation.

Key-words: Enzyme, chitinase, keratinase, Aspergillus oryzae, Metarhizium anisopliae,

bioreactor.
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1. Introducgao

Dentre as principais novas tecnologias que surgiram desde a década de 70, a
Biotecnologia talvez tenha atraido maior atencao por ter se revelado capaz de gerar
enorme riqueza e influéncia em cada setor da economia com destaque para a saude,
produgdo e processamento de alimentos, agricultura, protecdo ambiental e producdo de
materiais (GAVRILESCU e CHISTI, 2005).

As enzimas sao aplicadas na industria farmacéutica, que representa hoje um
dos maiores produtores e usuarios, em finalidades diversas que vao desde a producao
de medicamentos, desenvolvimento de novos produtos e diagnosticos clinicos até sua
utilizacdo em terapia (SAID e PIETRO, 2004). O mercado mundial de enzimas devera
chegar a US $ 8,2 bilhdes em 2014 com aumento anual de 6,3% devido as aplicacdoes na
industria farmacéutica, pesquisa e biotecnologia, bem como nos emergentes mercados
de biocombustiveis (FREEDONIA, 2010).

Quitinases sdo um conjunto de enzimas degradadoras de quitina capazes de
catalisar a reacdo de hidrdlise ao seu monomero (N-acetilglicosamina) podendo ser
produzidas a partir de diferentes fontes que incluem bactérias, fungos, plantas e animais
(CHEN et al, 2010). As quitinases tém recebido crescente atencdo por causa de sua
ampla aplicacdo nas areas da medicina, agricultura, biotecnologia e gestdo de residuos
industriais (PATEL et al, 2010). Entre os varios micro-organismos, Metarhizium
anisopliae tem sido utilizado para producao de quitinase extracelular em meio contendo
quitina como indutor (BARRETO et al.,, 2004).

Queratinases constituem-se num grupo de proteinase que sdo importantes
para a hidroélise de penas, pelos, 1a e vem sendo utilizada nas industrias de alimentos,
téxteis, de medicamentos e cosméticos. Fungos filamentosos sao bons produtores de
queratinase, dentre eles o género Aspergillus (FRIEDRICH e KERN, 2003).

O piolho é um Artrépode da classe Insecta sendo que basicamente trés tipos
parasitam o homem: Pedicullus humanus capitis, piolho da cabeca; Pedicullus humanus
corporis, piolho do corpo, e Phthirus pubis, piolho da regido pubiana (LINARDI, 2005).
Varios medicamentos estdo disponiveis no mercado para a pediculose, dentre eles
destacam-se o uso de produtos a base de organofosforados e piretroides (deltametrina e

permetrina).
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A calosidade é uma rea¢do cutanea desenvolvida como resposta a um
estimulo de pressao local que varia quanto ao tamanho, resisténcia e localizag¢do. O
tratamento da calosidade é feito por meio de cirurgias de corre¢des das deformidades e
desvios, ou nos casos mais brandos, com medicamentos contendo agentes

queratinoliticos (4cido salicilico, 4cido acético e resorcina) (NERY e MAGALHAES, 2009).



Objetivos



Objetivos |22

2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

O objetivo principal deste trabalho foi produzir enzimas quitinoliticas e
queratinoliticas e avaliar a acao dessas enzimas no combate ao Pedicullus humanus

capitis e na degradacao de calos humanos, respectivamente.
2.2. Objetivos Especificos

Selecdo de micro-organismos com maior potencial para a producdo das
enzimas quitinases e queratinases.

Determinacdo das melhores condicdes de cultivo dessas enzimas em
biorreator buscando maior produtividade.

Recuperacao, purificacdo e caracterizacdo das enzimas.

Avaliacao in vitro das quitinases na mortalidade de Pedicullus humanus

capitis e das queratinases na degradacdo de calosidades.
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3. Revisao da Literatura

3.1. Enzimas

Enzimas sdo macromoléculas catalisadoras de rea¢cdes quimicas encontradas
em todos os seres vivos, dos quais podem ser extraidas e aplicadas na forma livre ou

imobilizadas em sistemas diferentes daqueles que as originou (SAID e PIETRO, 2004).
3.1.1. Quitinases

Quitina é polimero de ligacdes [-1,4 de N-acetilglicosamina (NacGlc)
amplamente distribuido constituindo-se depois da celulose no polissacarideo mais
abundante na natureza (LI et al, 2010). Paredes de células flngicas, exoesqueleto de
insetos e conchas de crustaceos sdo as principais fontes de quitina (RAVI KUMAR, 2000).
A quitina juntamente com glucanas e outros polimeros estdo na composicao da parede

celular fangica (DAHIYA, 2010) (Figura 1).

NacGle

Figura 1: Estrutura da quitina.

Através de analises por difracdo de raios X, foi revelado que a quitina pode
ocorrer em trés formas polimdrficas: a-quitina, B-quitina e y-quitina. Na a-quitina, a
forma mais abundante de quitina, as cadeias sdo arranjadas de forma aleatdria,
enquanto na [3-quitina as cadeias estdo na forma paralela. Na y-quitina ocorrem as duas
formas de cadeias (DAHIYA et al., 2006).

A hidrélise enzimatica completa da quitina em cadeias livres de NacGlc é feita
por um sistema quitinolitico, cuja acao é sinérgica e consecutiva (PATIL et al, 2000). As
quitinases, responsaveis pela degradacdo da quitina podem ser classificadas em duas
categorias principais: Endoquitinases (EC 3.2.1.1.4) que clivam aleatoriamente pontos

internos da cadeia gerando polimeros ou oligdmeros de NacGlc, como a quitotetraose, a
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quitotriose e a diacetilquitobiose; Exoquitinases (EC 3.2.1.14) que podem ser divididas
em quitobiosidases, que atuam liberando unidades de diacetilquitobiose a partir da
extremidade ndo redutora da quitina e em [(-N-acetilglicosaminidases, que clivam
oligdbmeros produzidos pela atividade de endoquinases liberando mondémeros de NacGlc
(DAHIYA et al., 2006) (Figura 2).

As quitinases sdao amplamente distribuidas na natureza e sdo encontradas em
espécies de todos os reinos (ARAKANE e MUTHUKRISHNAN, 2010). Em fungos a funcao
das quitinases esta relacionada com a autdlise, a nutricdao, a morfogénese e a defesa
(PATIL et al., 2000). Nos invertebrados geralmente fazem parte do trato digestivo. Em
insetos e crustaceos estdo associados com a necessidade da degradacdao parcial da
cuticula velha. Em plantas estdo relacionados com a resisténcia contra fitopatégenos
devido a sua atividade antifiingica. Quitinases em fungos possuem papel autolitico,
nutricional e de morfogénese. Em virus, estdo envolvidas na patogénicidade. Em
bactérias as quitinases desempenham papel na nutricdo e parasitismo (DAHIYA et al,

2006).

______________________________

NN NNRER eI

Exoquitinase

Quitoblosidase

NacGle

Figura 2: Representacdo esquematica da degradacdo da quitina. Modificado de Sahai e Manocha (1993).

Baseando-se em sequéncias similares de peptideos, as quitinases foram
classificadas em cinco grupos: classes I, Il e IV que compreendem as quitinases
originadas de plantas ndo relacionadas estruturalmente as quitinases das classes Ill e V,
quitinases da classe III derivadas principalmente de plantas e fungos e quitinases da
classe V, originarias de bactérias (SHAKHBAZAU e KARTEL, 2008). Todas as quitinases

sdo agrupadas em trés familias glicosilhidrolase (GH), 18, 19 e 20. A familia 18 inclui
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quitinases de bactérias, fungos, virus, animais e de algumas quitinases de plantas
(classes Il e V). A familia 19 inclui quase exclusivamente quitinases vegetais (classes I, I
e IV). A familia 20 inclui a 3-N-acetilhexosaminidases de bactérias, estreptomicetos e os

seres humanos (KOPPARAPU et al, 2011).

Tabela 1: Principais micro-organismos produtores de quitinases

Micro-organismo Referéncia
Serratia marcescens QMB1466 (ROBERTS e CABIB, 1982)
Vibrio alginolyticus (YANAl et al, 1995)
Enterobacter sp. G-1 (PARK et al.,, 1997)
Trichoderma harzianum Rifai T24 (EL-KATATNY et al., 2001)
Streptomyces griseus HUT 6037 (TANABE et al., 2000)
Bacillus sp. NCTU2 (WEN etal., 2002)
Alcaligenes xylosoxidans (VAIDYA et al, 2001)
Enterobacter sp. NRG4 (DAHIYA et al., 2006)
Penicillium sp. LYG 0704 (LEE et al.,, 2009)
Streptomyces sp. ANU6277 (NARAYANA e VIJAYALAKSHMI, 2009)
Serratia marcescens B4A (ZAREl et al,, 2010)

As quitinases sdo importantes na decomposicdo da quitina transformando-as
em uma fonte renovavel. AplicacGes de quitinase vdo desde biocontrole, como agente
protetor contra fungos fitopatogénicos, como também na preparacdo de protoplasto em
fungos, e na producdo de oligossacarideos como substdncias biologicamente ativas.
(COELHO e NASCIMENTO, 2008). A industria de processamento de crustidceos gera
grande volume de material quitinoso. A hidrélise desse material gera quitina que pode
ser utilizada na industria de alimentos, tanto na conservagdo quanto no tratamento de
dejetos, clarificagdo de sucos, na purificacdo de 4gua entre outros (DAHIYA et al.,, 2006).
Na area farmacéutica a quitinase é utilizada para a produgdo de quitooligosacarideos,
glicosaminas e NacGlc. Quitooligosacarideos como quitohexaose e quitoheptaose
apresentam atividade antitumoral (LIANG et al, 2007). A producio de
quitooligosacarideos necessita de uma combinacao de enzimas quitinoliticas, dentre elas
a N-acetilglicosaminidase cuja producao é induzida por NacGlc (SYNOWIECKI e AL-

KHATEEB, 2003). Quitinase pode ser empregada na saide humana em preparagdes
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oftdlmicas associadas a antimicrobianos (DE BOER et al, 1998) e na preparagao de
cremes com atividade antifingica (DAHIYA et al., 2006).

A cuticula de insetos é constituida por 30% de microfibras de quitina e é o
local de entrada e infec¢do por fungos entomopatogénicos. Por esse motivo, as enzimas
quitinoliticas produzidas por esses fungos juntamente com as proteases sao
provavelmente as enzimas mais criticas na invasao de seus hospedeiros (ST. LEGER et
al., 1996). Em Metarhizium anisopliae, proteases sdao produzidas primeiramente para
degradar a cuticula permitindo que as quitinases penetrem aumentam a degradacao
produzida pelas proteases, levando a concluir que estas duas enzimas agem
sinergisticamente na solubilizagdo da cuticula (ST. LEGER et al, 1996; DA SILVA et al,,
2005). Estudos demonstram que fungos entomopatogénicos produzem uma mistura de
enzimas quitinoliticas durante seu desenvolvimento em cuticula de artrépodes. A
producdo limitada de quitinases em pH 6timo pode ser um fator importante em termos
de coordenacao da sintese de proteases e quitinases, sob condig¢des alcalinas de infeccao
(ST.LEGER et al,, 1998).

Duas proteinas de massa molar de 43,5 e 45 kDa foram identificadas em
cultura de M. anisopliae, em meio contendo cuticula de inseto apdés quatro dias de
cultivo. As sequéncias N-terminais confirmam que cada banda consiste em uma unica
proteina (ST. LEGER et al., 1998). Dahr e Kaur (2009) identificaram quitinases de 14,3,
24, 66 e 80 kDa de isolados de M. anisopliae. Uma quitinase de aproximadamente 30 kDa
(CHIT30) purificada apresentou atividade de degradagdo de quitina coloidal, tetrameros,
trimeros e dimeros de NacGlc, sendo a primeira enzima descrita que apresenta atividade
de endo e exoquitinase no mesmo polipeptidio (PINTO et al., 1997).

Os elevados custos de produgdo comercial da quitinase restringem as
aplicagdes em larga escala ocasionando um grande interesse em aumentar a producao
de quitinase utilizando diferentes técnicas de fermentacao (BINOD et al, 2005). Dentre
as técnicas avaliadas, a fermentacdo submersa oferece uma alternativa rentavel para a
producdo em larga escala, uma vez que pode ser realizada utilizando substratos de
menor custo entre os quais residuos da manufatura de crustaceos (DHAR e KAUR,

2009).
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3.1.2. Queratinases

Queratinas sdo proteinas fibrosas e insoluveis que apresentam fungdes
estruturais e protetoras sendo as principais constituintes das estruturas da epiderme,
cabelos, unhas, 1a e penas de aves. (VERMELHO et al, 2008). Sao formadas por unidades
de aminoacidos com massa molar média de 10.000 g/mol, apresentam 7 a 20% de
residuos de cisteina que sao responsaveis pela sua alta estabilidade mecanica formando
uma rede com pontes dissulfetos inter ou intramoleculares, pontes de hidrogénio e
interagdes hidrofobicas (ONIFADE et al, 1998; SCHROOYEN et al.,, 2001). Foram vitais
nos processos adaptativos aos ambientes naturais, atuando como barreira mecanica,
estrutural e térmica e despertaram interesses por sua aplicacdo na industria téxtil,
médico-farmacéutica e de polimeros e fibras sintéticas (BUSSON et al,, 1999).

A primeira classificacdo das queratinas foi baseada na biossintese e
caracteristicas fisico-quimicas, as quais as dividiam em dois grupos: “leves” e “rigidas”.
As queratinas “leves”, presentes na epiderme, contém muito pouco ou nenhum contetido
de cisteina, sendo constituidas principalmente de aminoacidos com cadeias laterais
pequenas como glicina, alanina e serina. As queratinas “rigidas” sao relativamente ricas
em cisteina, com muitas ligacdes dissulfeto e presenca da maioria dos aminoacidos.
Incluem-se nesta classe as penas e pelos com cerca de 10 a 14% de cisteina (HOOD e
HEALY, 1994).

Quanto a estrutura molecular, as queratinas sdo extremamente diversas.
Dentre as mais estudadas estdo as a-queratinas e (3-queratinas. As a-queratinas sio o
principal componente de pelos, bicos de aves, chifres, cascos, cabelos, unhas, 13,
epiderme, casco de tartarugas, escamas de peixes, dentre outros (BRUSH, 1996). Na sua
estrutura predominam segmentos de polipeptideos em o«-hélice que se enrolam
formando uma estrutura bastante rigida. As regides terminais sdo mais ricas em
residuos de cisteina do que a regiao central apresentando uma estrutura com sequéncias
repetidas de sete aminoacidos. A associacdo destes residuos permite a formacao de um
arranjo com uma conformacao de super espiralamento das cadeias em paralelo umas
sobre as outras, de maneira a formar uma estrutura filamentar (JONES et al, 1997)
(Figura 3a).

As -queratinas sdo encontradas em teias de aranha, fios de seda e penas das

aves (VERMELHO et al., 2008). S3o menores que as o-queratinas e sdo produzidas por
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uma familia de genes altamente relacionados. Suas caracteristicas quimicas, como a
capacidade de formar filamentos, sdo similares, mas os mecanismos pelos quais isso
ocorre sao diferentes. Um aspecto em comum é a presenca de cistina na formacdo das
fibras, o que confere também a insolubilidade destas moléculas. As 3-queratinas tendem
a conter mais aminoacidos pequenos e nao essenciais e 0 mondémero apresenta um
Unico tamanho, enquanto que as a-queratinas requerem dois monomeros de tamanhos
diferentes para a formacao do filamento. Consequentemente suas configuracoes

terciarias e estrutura dos filamentos sao diferentes (ALEXANDER, 1970) (Figura 3b).
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Figura 3: Estrutura das a-queratinas em alfa-hélice (a) e B-queratinas beta-pregueadas (b) (VERMELHO et
al., 2008).

Por causa desta quantidade extensiva de ligagdes dissulfeto cruzadas e uma
alta quantidade de aminodacidos hidrofébicos, queratinas sdo insoliveis tanto em
solventes polares quanto apolares. Somente podem ser solubilizadas se as pontes
dissulfeto e pontes de hidrogénio forem quebradas. (SCHROOYEN et al., 2000). Alguns
procedimentos utilizam compostos redutores como sulfetos, sulfitos, acido tioglicélico,
dentre outros, capazes de romper as pontes dissulfetos (MUHSIN et al.,, 1997).

A degradacao enzimdtica da queratina ocorre pela acdo das queratinases,
proteases especificas, intra ou extracelulares produzidas por micro-organismos
queratinoliticos (ONIFADE et al., 1998).

Proteases sdo enzimas que catalisam a hidrolise peptidica de proteinas
inteiras ou fragmentos ocasionando alteracdes irreversiveis ou destruicdo dos
substratos, tornando-as importantes do ponto de vista biotecnologico (BARRETT et al.,
2001). As proteases sdo classificadas em seis grupos de acordo com a sua massa molar,

propriedades elétricas e especificidade: Serina protease I e II, cisteina protease, aspartil
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protease, metalo protease I e I (BEYNON e BOND, 2001). Também sdo divididas em
endoproteases (ou endopeptidases) capazes de clivar ligacdes internas da cadeia
polipeptidica e exoproteases (ou exopeptidases) que clivam ligacoes -N ou -C terminais
das cadeias polipeptidicas (MONOD, 2008).

As queratinases sdo, em sua grande maioria, endopeptidases do tipo serina,
cisteina e metalo protease, embora também ja tenham sido descritas exopeptidases com
atividades queratinoliticas e por se tratar de um amplo grupo de proteases nao
apresentam um numero de classificacdo unico (VERMELHO et al,, 2008). Acredita-se que
a degradacao da queratina seja realizada parcialmente pelas queratinases que clivam as
ligacdes peptidicas internas ou externas das cadeias peptidicas. Porém nao ha relatos da
acdo das queratinases nas pontes dissulfeto. Fungos dermatéfitos que degradam
queratina secretam grandes quantidades de sulfito que vao reduzir as pontes dissulfeto
para entdo, as queratinases clivarem as ligacdes peptidicas (MONOD, 2008). Um
esquema da degradacao do tecido queratinizado por dermatéfitos esta representado na
Figura 4.

A aplicagdo de enzimas queratinoliticas tem sido amplamente investigada
devido a sua aplicagdo biotecnoldgica nas industrias de processamento de couro, ragcoes
e tratamento de residuos industriais (ONIFADE et al, 1998; MOHORCIC et al., 2007;
RAMNANI e GUPTA, 2007). Durante o processamento do couro, as queratinases podem
ser empregadas na depilagdo da pele em substituicdo ao sulfeto de sédio que é
extremamente toxico (FRIEDRICH e ANTRANIKIAN, 1996). A industria avicola gera
sérios problemas ambientais devido a grande quantidade de penas produzidas no
processamento de frangos. Os métodos convencionais de tratamento baseiam-se em
meétodos quimicos e fisicos de moagem e cozimento gerando alto consumo de energia.
Uma alternativa biotecnoldgica utilizando queratinases no tratamento de penas de
frango para gerar racdo animal apresenta vantagens relacionadas ao enriquecimento
proteico quando comparada com métodos tradicionais (VERMELHO et al., 2008). Na
area da saude as queratinases produzidas por Kryptococcus sedentarius foram estudadas
para a remocao de calosidades (LONGSHAW et al, 2002). Estudos demonstraram
evidéncias de que queratinases sdo capazes de degradar prions, particulas proteicas das

encefalopatias degenerativas de humanos e animais (MULLER-HELLWIG et al,, 2006). Na
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area cosmeética as queratinases sdo utilizadas em cremes depilatérios e para tratamento

capilar (BRANDELLI, 2008).
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Figura 4: Esquema da via de degradacdo do tecido queratinizado por dermatéfitos (MONOD, 2008)

Existem varios micro-organismos queratinoliticos isolados e caracterizados,
sendo a maioria deles dermatéfitos gram-positivos do género Bacillus ou Streptomyces
(HANEL et al, 1991). Apesar disto, a degradacdo da queratina nio tem se limitado
somente a esses grupos, as gram-negativas Vibrio sp. Kr2, Chryseobacterium sp. Kr6
(RIFFEL et al., 2003) e a Fervidobacterium pennavorans também mostraram capacidade
de degradacdo de queratina (FRIEDRICH e ANTRANIKIAN, 1996). Queratinases de
massa molar 148 kDa foram identificadas em culturas de Lysobacter NCIMB 9497 e de
240 kDa em culturas de Kocuria rosea.

A producgdo de queratinases por fungos é influenciada por diversos fatores
como temperatura, pH e natureza do oxigénio e nitrogénio. Além disso, esses fatores tém
variado entre as espécies. Assim é necessario avaliar a composi¢cdo dos meios de cultura
e as condig¢des de cultivo para obter uma producao elevada de queratinase (LIANG et al.,
2011). A ampla aplicacdo biotecnoldgica das queratinases ampliou nos ultimos anos, a
busca por novos micro-organismos produtores bem como a caracterizacdo quimica e
bioquimica dessas proteases (SYED et al., 2009; CORREA et al, 2010; LV et al, 2010;
TIWARY e GUPTA, 2010; XIE et al., 2010).
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Tabela 2: Principais micro-organismos produtores de queratinases

Micro-organismo Referéncia
Trichophyton mentagrophytes (YU et al, 1968)
Trichophyton rubrum (APODACA e MCKERROW, 1989)
Bacillus licheniformis PWD1 (LIN et al., 1992)
Aspergillus fumigatus (SANTOS et al, 1996)
Fervidobacterium pennavorans (FRIEDRICH e ANTRANIKIAN, 1996)
Doratomyces microsporus (GRADISAR et al., 2000)
Bacillus subtilis KS1 (KIM et al., 2001)
Chryseobacterium sp. kré (RIFFEL etal.,, 2003)
Kocuria rosea LBP-3 (BERNAL et al., 2003)
Streptomyces gulbargensis (SYED etal, 2009)
Chryseobacterium L99 sp. (LVetal, 2010)

3.2. Producao de enzimas

Um processo biotecnologico de producdo de enzimas inclui trés fases
distintas: uma primeira fase de preparacdo de matérias-primas que compreende os
micro-organismos, a fase de bioconversdo em que sdo obtidos os bioprodutos e a fase de

separacdo e purificacdo (FERREIRA e TEIXEIRA, 2003).
3.2.1. Micro-organismos

Os micro-organismos sdo a principal fonte de enzimas industriais devido a
grande variedade de atividades cataliticas, a possibilidade de produ¢do de enzimas por
processos fermentativos em grande escala com a regularidade necessaria e a
simplicidade das necessidades nutricionais (BON et al, 2008). A primeira etapa da
producdo microbiana de enzimas consiste na identificagio dos micro-organismos que
pode ser de uma linhagem selvagem ou geneticamente modificada. O micro-organismo
deve ser seguro sob o ponto de vista biologico, apresentar elevada capacidade de sintese
e secre¢do da enzima, suportar condi¢des ambientais adversas e ser tolerante a presenca
de substancias toéxicas que podem ser geradas pelo substrato ou pelo proprio

metabolismo celular (SAID e PIETRO, 2004).
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As enzimas microbianas sdo muitas vezes mais dteis do que as enzimas
derivadas de plantas ou animais devido a sua grande variedade de atividades cataliticas
disponiveis, os possiveis rendimentos elevados, a facilidade na manipulacdo genética e o
rapido crescimento microbiano em um meio de baixo custo (HASAN et al., 2006). O uso
de fungos na producdo de bioprodutos de interesse comercial é antigo, mas tém
aumentado rapidamente nos ultimos 50 anos. Os fungos sdo organismos
morfologicamente complexos que apresentam modificacoes na estrutura em diferentes
momentos do ciclo de vida e na forma quando influenciados pelo ambiente e meio de
cultura (PAPAGIANNI, 2004).

Neste trabalho foi avaliada a capacidade de produgdo de enzimas
quitinoliticas e queratinoliticas dos fungos Metarhizium anisopliae, Aspergillus oryzae,
Trichoderma reesei RUT C-30, Aspergillus niger e da bactéria Streptomyces sp. que estdo

descritos nos itens seguintes.
3.2.1.1. Metarhizium anisopliae

O fungo Metarhizium anisopliae foi descrito pela primeira vez por
Metschnikoff na Russia em 1879 parasitando larvas de besouro de graos Anisopliae
austriaca (Coleoptera: Scarabaeidae) (ALVES, 1998). Em 1976 sua descrigao foi revisada
e o0 género passou a compreender duas espécies, Metarhizium anisopliae (var. minor e
major) e Metarhizium flavoviride (TULLOCH, 1976). Driver e colaboradores (2000)
realizaram uma revisdo taxonomica do género baseados em andlise filogenética de
sequéncias de rDNA, reconhecendo entdo, trés espécies para o género Metarhizium e
estas, subdivididas em nove variedades: Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin (var.
anisopliae, var. majus, var. lepidiotum e var. acridum); Metarhizium flavoviride Gams &
Rozsypal (var. flavoviride, var. minus, var. novazealandicum e var. pemphigum) e
Metarhizium album Petch.

Durante muito tempo M. anisopliae foi classificado como Deuteromycota
assexuado (TULLOCH, 1976), porém em 2001, Liu e colaboradores identificaram M.
anisopliae var. majus como sendo a forma amérfica do fungo Cordyces brittlebankisoides,
através da andlise de sequéncias ITS (internal transcribed spacer - espagador interno
transcrito de rDNA), sendo a partir dai, M. anisopliae, considerado um Ascomycota (YI

LIU et al,, 2001).
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M. anisopliae é um dos géneros mais conhecidos de fungos
entomopatogénicos e vem sendo estudado desde sua descoberta por Metschnikoff em
1879 no biocontrole de insetos (ALVES, 1998). Acredita-se que mais de 300 espécies de
insetos de diferentes ordens sdo infectados por esse fungo (MACEDO, 2005). Como a
maioria dos patdgenos fungicos, M. anisopliae usa uma combinac¢do de enzimas e forca
mecanica para penetrar na cuticula do hospedeiro e acessar a hemolinfa que é rica em
nutrientes. Os fungos entomopatogénicos e micoparasitas produzem quitinases para a
invasao e morte do hospedeiro (BARRETO et al., 2004).

Duas enzimas de M. anisopliae ME1, envolvidas no processo de degradacao
da quitina foram purificadas a partir de cultivos contendo quitina bruta. Uma destas
enzimas, com 33 kDa (CHIT33) assemelha-se a quitinases bacterianas. A segunda de 110
kDa (CHIT110) é uma quitobiose (glicosaminidase) (ST. LEGER et al, 1996) (Figura 5A e
5B).

3.2.1.2. Aspergillus niger

Aspergillus niger é o fungo mais comum do género Aspergillus classificado
como Ascomicota pertencente a familia Trichocomaceae. Mossereay (1934) descreveu
35 espécies de Aspergillus niger de coloragdo preto, enquanto Raper e Fennell (1965)
reduziu o nimero de espécies aceitas dentro de seu grupo A. niger a 12. Al-Mussalam
(1980) revisou a taxonomia do grupo A. niger, principalmente com base em
caracteristicas morfolégicas. Ela reconheceu sete espécies (4. japonicus, A. carbonarius,
A. ellipticus, A. helicothrix, A. heteromorphus, A. foetidus, A. niger), e descreveu A. niger
como um agregado composto por sete variedades.

Sao distribuidos por todo mundo e estio comumente presentes em materiais
de decaimento de plantas. (SCHUSTER et al, 2002). Sao caracterizados por cabecas
conidiais escuras, geralmente negras e conidiéforos hialinos e marrom, com cabecas
globosas. O conidi6foro apresenta cabeca conidial radiada, com métulas e fidlides ou
somente fidlides. Conidios escuros unicelurares, globosos, medindo 4-5 pm de diametro
(ABARCA et al., 1994). Estes saprofitos degradam moléculas complexas nos materiais
derivados de células vegetais por secretarem uma variedade de enzimas hidroliticas (DE

VRIES e VISSER, 2001).
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A. niger é um dos mais importantes organismos usados em Biotecnologia. No
banco de dados GenBank encontram-se disponiveis varias entradas de sequéncias
genomicas de DNA e mRNA, representando mais de 1528 genes codificando 1491
proteinas (BENSON et al., 2008)(Figura 5C e 5D).

3.2.1.3. Aspergillus oryzae

Aspergillus oryzae pertencem ao mesmo grupo dos Aspergillus flavus e seu
nome foi utilizado originalmente em cepas da China e Japao utilizadas na fermentacao
de arroz e soja (BARBESGAARD et al, 1992). Alguns Aspergillus da sec¢do Flavi como o
A. flavus e o A. parasiticus sdao produtores de varias micotoxinas, dentre elas a aflotoxina,
um potente carcinogénico. Porém alguns fungos da sec¢do nao apresentam
caracteristicas toxigénicas como o A. oryzae e o A. soyae (ABE et al, 2006). E um fungo
filamentoso aerébico apresentando uma coldnia inicialmente com coloragdo branca que
se torna marrom mais tarde. Os conidios (esporos assexuais) sao de forma arredondada
e sdo facilmente carregados pelo ar. Os conidiosporos sdo hialinos com paredes
enrugadas e crescem em temperaturas de 32 a 36°C (BARBESGAARD et al,, 1992).

A utilizacao do fungo A. oryzae remonta a mais de 2000 anos no oriente
sendo utilizado na fermentacdo de molho de soja e saqué, dentre outros produtos. Na
Europa é utilizado ha séculos na producdo de enzimas utilizadas na fermentacdo da
cerveja (HEADON e WALSH, 1994). A. oryzae foram avaliados para a producdo de
diversas enzimas como proteases 4acidas, o-galactosidase, [3-glicosidase, lipase,
queratinase, entre outras (OHNISHI et al, 1994; FARAG e HASSAN, 2004; SHANKAR e
MULIMANI, 2007; VISHWANATHA et al, 2009). (MEGA e MATSUSHIMA, 1983). Mais
recentemente, DNA microarrays de A. oryzae tem sido utilizado em monitoramento de
fermentacdes e descobertas de novas proteinas envolvidas na biodegradacdo de

plasticos (MACHIDA e GOMI, 2010) (Figura 5E e 5F).
3.2.1.4. Streptomyces sp.

Streptomyces é o maior género de Actinobactérias e sdo bactérias que
apresentam hifas vegetativas e produzem um extenso micélio aéreo na maturidade
formando cadeias de varios esporos (KAMPFER, 2006). As coldnias inicialmente

apresentam formas lisas e quando crescem podem ser descontinuas e liquendides,
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coriaceas ou butiricas. Tal como acontece com as outras Actinobacteria, estreptomicetos
sdo gram-positivas, e tém genomas com alto contetido de guanina e citosina (MADIGAN
et al., 2006). Elas utilizam uma grande variedade de compostos organicos como fonte de
carbono e energia para o crescimento. Poucas espécies sao patogénicas para animais e
humanos, enquanto outras sao fitopatogénicas (HOLT et al.,, 1994).

Estreptomicetos sdo conhecidos por secretar uma grande variedade de
metabolitos secundarios, incluindo antibiéticos, antifingicos e citostaticos, um amplo
espectro de enzimas extracelulares (agarases, quitinases, celulases, proteases, lipases,
fosfatases, xilanases) inibidores de enzimas e de proteinas ligadas a parede (SCHREMPF
et al, 2011). Queratinases foram produzidas por uma cepa de Streptomyces sp. Em

fermentagdo submersa contendo pele de pé humano (XIE et al, 2010) (Figura 5G e 5H).
3.2.1.5. Trichoderma reesei

O género Trichoderma compreende espécies de fungos filamentosos,
mesofilicos (30°C), que normalmente habitam o solo. Juntamente com Neurospora,
Penicillium e Aspergillus, o género Trichoderma é um dos mais estudados entre os fungos
filamentosos devido ao seu grande potencial de aplicacdo do ponto de vista industrial e
biotecnolégico (SAMUELS, 2006).

T. reesei apresenta hifas septadas, ramificadas (de 5 a 10 um de diametro),
polinucleadas, de nucleo haploide, que formam colénias brancas de rapido crescimento,
formando almofadas verdes ou amarelas de filamentos de esporulagdo. Os filamentos
férteis, conidi6foros, produzem fileiras laterais de pequenas fidlides. Os esporos
(conidios, geralmente de cor verde e de 3 a 5 pum de didmetro) sao produzidos
sucessivamente no extremo da fidlide e agrupados em pequenas massas (GAMS e
BISSETT, 1998).

As espécies do género Trichoderma sdao reconhecidas pela produc¢do de
diversos sistemas extracelulares de enzimas envolvidas na hidroélise de polissacarideos
(KUBICEK, 1992). Porém estudos realizados em cepas de Trichoderma em meios de
cultivo utilizando diferentes indutores obtiveram producoes de [-mananases,
acetilesterases, lacases e queratinases (POUTANEN e SUNDBERG, 1988; STALBRAND et
al., 1993; KIISKINEN et al., 2004; CAO et al., 2008) (Figura 51 e 5]).
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Figura 5: Micro-organismos estudados neste trabalho. M. anisopliae - morfologia da colonia (A) e
microscopia eletronica das hifas (B) (LEE et al, 2005). A. niger - morfologia da colonia (C) e microscopia
optica das hifas (D) (SANTOS, 2008). A oryzae - morfologia da colénia (E) e microscopia eletronica do
conidio (F) (AKAO et al, 2002). Streptomyces sp. Morfologia da coldnia (G); Microscopia eletrénica do
micélio (H) (EZRA et al., 2004; HOGAN, 2009). T. reesei - morfologia da colonia (I) e microscopia éptica da
hifa (J) (SANTOS, 2008)

3.2.2. Processos fermentativos para producao de enzimas

Existem dois tipos de processos fermentativos que sdo utilizados para a
producdo de enzimas: fermentacdo submersa e fermentacdo em estado soélido. Os
processos de fermentagdo submersa sdo amplamente conhecidos, estudados e aplicados
e apresentam variaveis na forma de condugdo que os classificam em processos
descontinuos, descontinuo alimentado, continuo e semicontinuo (SCHIMIDEL e
FACCIOTTI, 2001).

O crescimento dos organismos num biorreator decorre através de
fornecimento ao meio liquido de certos nutrientes ou substratos (fontes de carbono,

nitrogénio, oxigénio, vitaminas, micronutrientes) na presenca de condi¢des ambientais



Revisao da Literatura |38

favoraveis (temperatura, pH, arejamento, agitacdo). Um biorreator é, portanto, um
tanque onde ocorre uma ou varias reagdes biolégicas (FERREIRA e TEIXEIRA, 2003)

Quando biorreatores sao utilizados no cultivo de fungos filamentosos para a
producdo das enzimas industriais, a taxa de agitacdo e os niveis de aeracdao podem
influenciar no crescimento do fungo e na secrecdo de enzimas. A agitacio desempenha
um papel vital na transferéncia de massa em fermentacdes submersas. Quanto maior a
agitacdo, maior sera a taxa de cisalhamento. Para células que sdo sensiveis ao
cisalhamento, a otimizacdo da taxa de agitacdo é importante para determinar o padrao
de crescimento e sua viabilidade durante toda a fermentacdo. A ruptura brusca age
sobre a morfologia dos fungos filamentosos e na produtividade enzimatica (ILIAS e HOQ,
1998).

Com o atual desenvolvimento da biotecnologia a utilizagdo de produtos
oriundos da produc¢do metabodlica de micro-organismos, como as enzimas, tem se
tornado cada vez mais frequente. E para que isso seja possivel, modernos biorreatores
tém sido construidos para as mais diversas necessidades de producdo, com sistemas de
controle para todas as variaveis de processo e com uma imensa gama de acessdrios,
projetados para operacdo em condi¢des assépticas, com sistemas de autolimpeza e de
esterilizacao local (ROSSI, 2006).

O projeto e o desenvolvimento de bioprocessos obedecem a uma sequencia
cujo centro é representado por um biorreator, seguido pelo desenvolvimento dos
sistemas de separacao e purificacdo dos produtos. Sistemas de troca de calor, utilitarios
e o sistema de controle completam o processo (CHISTI e MOO-YOUNG, 1993).

Além da agua, todos os micro-organismos necessitam de nutrientes que
fornecam os diferentes elementos quimicos (carbono, nitrogénio, fésforo, enxofre,
magnésio, etc.) que entram na composi¢do da célula microbiana. A formulagao ideal do
meio de cultura dependera do micro-organismo, do produto pretendido e da escala do
processo (SPENCER-MARTINS e SA-NOGUEIRA, 2003). Para a grande maioria dos micro-
organismos a fonte de carbono é simultaneamente fonte de energia para a biossintese e
manutencado das atividades celulares. Ela é particularmente critica, pois constitui cerca
de metade do peso seco da biomassa celular e em certos casos representa uma parte

elevada dos custos de produgao (LIMA e MOTA, 2003).
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Os valores de pH e temperatura de uma fermentagdo devem ser
criteriosamente escolhidos, de acordo com o micro-organismo utilizado. Estas variaveis
influenciam diretamente a atividade metabdlica, podem contribuir para possiveis
condicOes seletivas, minimizando possiveis contaminag¢ées por micro-organismos
indesejaveis, e podem afetar a morfologia das células, influenciando na produtividade do
processo (SPENCER-MARTINS e SA-NOGUEIRA, 2003).

A mistura é uma das operagdes mais importantes em biorreatores. Para a
obtencdo das condi¢bes ideais de fermentacdo, as células devem ter acesso a todos os
substratos, incluindo oxigénio em culturas aerdbicas. A mistura também desempenha
um papel importante na transferéncia de calor de e para o meio de modo que a
temperatura seja mantida estavel (DORAN, 1995).

As fermentacdes aerdbicas sdo processos arejados, porque oS micro-
organismos necessitam de oxigénio que atua como oxidante para suas necessidades
energéticas. O oxigénio dissolvido no meio de cultura pode ser encarado como um
substrato adicional (BROWN, 1970).

O efeito da pressdao elevada sobre os processos bioquimicos resulta da
alteracdo da formagdo do estado ativo, intermediario obrigatério de qualquer reacdo
quimica (BELO, 2000). A pressio afeta as enzimas e proteinas atuando
predominantemente sobre interacdes ndo covalentes, tais como ligacdes de hidrogénio,
interacOes eletrostaticas e interacdes nao polares em solugdo aquosa. Varios efeitos da
pressao tém sido apresentados na literatura, entre os quais a desnaturacgdo de proteinas

(MASSON, 1992) e a estabilidade de enzimas (CLARK et al., 1993).
3.2.3. Purificacdo de enzimas

Os processos de separacao e purificacdo de enzimas obtidas por fermentagdo
consistem, geralmente, num primeiro passo de separagdo solido-liquido, seguido de
concentracdo e um passo final de purificacao que é determinado em funcdo do grau de
pureza pretendido (BARROS e CABRAL, 2003).

Na filtracdo os sélidos em suspensao, incluindo a biomassa, e o liquido sado
separados forcando o liquido a passar por um material poroso, o filtro. (KENNEDY e

CABRAL, 1993).
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Outra etapa da separagdo é a precipitacdo que permite a separagdo de
bioprodutos de meios de fermentagdo, que pode ser conseguida por adicdo de um
reagente ou alteracdo das suas condicdes de solubilidade, como temperatura, pH ou
forca idnica. O precipitado pode ser o bioproduto ou impurezas (SCOPES, 1987).

O objetivo da purificagdo, como passo final do isolamento de uma enzima, é o
de remover tracos de proteinas contaminantes, DNA e outros agentes. Na maioria das
vezes é obtida através de varios passos de cromatografia, que podem ser de adsorgao,
troca idnica e afinidade, entre outras. Em biotecnologia farmacéutica, o passo final de
purificacao é considerado o mais trabalhoso e rigoroso de todo o processo de separagao

e purificacao (COSTA e CABRAL, 1991).
3.2.4. Aplicacao de enzimas

Tecnologia enzimatica é um campo interdisciplinar e as enzimas sdo
utilizadas rotineiramente em muitos setores da indudstria. Com o avanc¢o da
biotecnologia, uma nova era nas aplicagdes de enzima esta surgindo possibilitando sua
exploracdo e aplicagdo em novas areas (DAHIYA et al, 2006). Até 2013 a demanda
mundial de enzimas, aumentara, em média, 6,3% ao ano, liderada pelo setor
farmacéutico e de bioconversao (FREEDONIA, 2010).

As enzimas podem ser aplicadas diretamente como produtos finais como nas
industrias farmacéuticas e de detergentes, podem servir como aditivos de processos
como nas industrias téxtil, papel e celulose, podem ser utilizadas na producdo de
alimentos e bebidas e também em processos de biotransformacdo. Na industria
farmacéutica o desenvolvimento e utilizacdo de enzimas é cada vez maior, refletindo o
potencial destes catalisadores bioldgicos para a aplicagdo in vivo. Gama e colaboradores
(2003) destacam as asparaginases e glutaminases no tratamento de leucemia,
hialuronidases no tratamento de ataque cardiaco, lisozimas como antibiéticos,
estreptoquinases como anti-inflamatério e uroquinases no auxilio da coagulacdo do
sangue.

Quitinases tém grande potencial e vem sendo amplamente utilizadas em
preparagdes farmacéuticas, para o isolamento de protoblastos a partir de fungos e
leveduras, controle de fungos patogénicos, tratamento de residuos quitinosos, e controle

da transmissdo de doencas por insetos. Na saiide humana vem sendo empregadas
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juntamente com microbicidas em preparacdes oftadlmicas e na potencializacdo de drogas
antifingicas (DAHIYA et al, 2006). Wladimir Sminorff (1975) propdés um inseticida
contendo quitinase para o combate a Choristoneura fumiferana, uma mariposa que ataca
pinheiros, obtendo resultados satisfatorios.

Queratinase microbiana, um grupo de enzimas proteases, tem varias
aplicacdes biotecnoldgicas como a hidrolise de residuos queratinosos, como penas e
chifres, desobstrucdo de esgoto durante o tratamento de aguas residuais, formulacdo de
detergentes para industria téxtil, industria de couro e na industria farmacéutica e
cosmética (EL-GENDY, 2010). Proteases de Micrococcus sedentarius foram utilizadas
purificadas para o tratamento de calos humanos obtendo-se resultados satisfatérios

(HOLLAND, 1993).
3.2.5. Pediculose

O piolho é um artropode da classe Insecta, ordem Phthiraptera e subordem
Anoplura, possui o corpo dividido em cabeca, térax e abdome, trés pares de patas presas
ao abdome, ndo possuem asas, apteros, e possuem desenvolvimento hemimetabélico. A
espécie Pedicullus humanus capitis (Anoplura: Pediculidae) é a que mais parasita o
homem e vive quase exclusivamente no couro cabeludo preso aos fios de cabelos por
meios de garras especializadas (BARBOSA e PINTO, 2003). O ciclo de vida se inicia com o
ovo ou léndea e apés 6 a 10 dias ocorre a eclosdo nascendo a ninfa. Esta passa por trés
mudas e apds 10 dias se torna adulto que pode viver até 40 dias. Os piolhos sdo
transmitidos principalmente por contato (coabitacdo em lugares apertados, transportes
coletivos, abracos, brincadeiras infantis, etc.). Os estimulos para que o piolho mude de
hospedeiro sdo a temperatura, umidade e odor (LINARDI, 2005) (Figura 7).

Chama-se pediculose a infestacdo por piolhos sugadores: pediculose do couro
cabeludo e pediculose do corpo. A picada do inseto ocasiona uma dermatite, causada
pela reacdo do hospedeiro a saliva injetada ao inicio da hematéfaga. O prurido leva o
paciente a arranhar a pele, abrindo a porta de entrada para diversos patégenos como
Rickettsia prowazeki (tifo exantematico), Rochalimaea quintana (febre das trincheiras) e
Borrelia recurrentis (febre recorrente) (LINARDI, 2005).

Estudos realizados em paises europeus demonstram que entre 1% e 10% das

criancas em idade escolar estdo infestadas por piolhos. Nos Estados Unidos estima-se
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uma faixa de 6 a 12 milhdes de infestagdes por ano (TEBRUEGGE et al., 2011). No Brasil
a pediculose atinge cerca de 30% das criancas em fase escolar (MADEIRA, 2009).

Varios medicamentos estdo disponiveis no mercado para o tratamento da
pediculose, dentre eles destacam-se o uso de produtos a base de piretréides como a
deltametrina e a permetrina (Figura 6). Elas atuam nos canais de s6dio da membrana de
axonios, diminuindo e retardando a conducdao de sédio para o interior da célula e

suprimindo o fluxo de potassio provocando a paralisia e morte do parasita.
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Figura 6: Estrutura quimica da deltametrina (A) e permetrina (B).

Nenhuma dessas drogas é eficazmente segura, pois podem apresentar
grandes efeitos colaterais em pacientes portadores de asmas ou problemas
respiratorios. A permetrina, por exemplo, ndo deve ser administrada em mulheres
gravidas ou que estejam amamentando (CHOSIDOW, 2000). Outro aspecto que deve ser
levado em consideracdao é a resisténcia que os piolhos vém apresentando a esses
produtos, principalmente no que concerne aos piretréides e permetrinas, fato observado
em toda parte do mundo (PICOLLO et al.,, 2000; CUETO et al., 2002).

O exoesqueleto (cuticula) dos piolhos, assim como em todos os insetos, pode
ser dividido em duas camadas: a epicula, fina, de composicdo extremamente complexa
(lipidios e proteinas); e internamente a procuticula, espessa, contendo proteinas e
quitina (HEPBURN, 1985).

A degradacao hidrolitica dos polimeros de quitina contidas no exoesqueleto
dos insetos causa um desarranjo estrutural e consequentemente a ruptura da camada

espessa do exoesqueleto (COHEN, 1993).
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Figura 7: Pedicullus humanus capitis. (A) Fémea adulta (TEBRUEGGE et al.,, 2011), (B) Ovo (Léndea)
(UFRGS, 2008)

3.2.6. Calosidade

7

A calosidade é uma reacao cutdnea desenvolvida como resposta a um
estimulo de pressao local que varia quanto ao tamanho, resisténcia e localizacao.
Quando, por razdes externas (aumento do peso corporal ou acao dos calgados) ou por
razoes internas (presenca de irregularidades 6sseas congénitas ou adquiridas, atrofia
dos coxins gordurosos protetores como na diabetes e na artrite reumatoide), ocorre o
aumento da pressao, acelera-se a formacao de placas queratinizadas (calosidades) que

recobrem a regido comprometida (Figura 8)(NERY e MAGALHAES, 2009).

\
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Figura 8: Evolu¢do de um calo (EMILIO, 2007).

Biologicamente, os calos sao formados pelo acimulo de queratindcitos
terminalmente diferenciados na camada mais externa da pele. Embora as células de
calos estejam mortas, elas sdo bastante resistentes a agressdes mecanicas e quimicas,
devido a extensa rede de ligacdes cruzadas hidrofébicas de proteinas e com filamentos
intermediarios de queratinas contendo muitas pontes dissulfeto (GREENBERG et al,
1991).

Pessoas com diabetes enfrentam problemas especiais de pele por afetar os

capilares, pequenos vasos sanguineos que alimentam a pele. O espessamento da pele
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como o calo, aumenta a dificuldade de fornecer nutrientes para a regido. A formagao de
calos é comum em pacientes com diabetes e, juntamente com a diminui¢do da circulacao
sanguinea nos pés, pode ser um sinal precoce de risco aumentado de ulceras nos pés
(ALAVIetal., 2009).

O tratamento da calosidade em casos graves é feito por meio de cirurgias de
correcoes das deformidades e desvios responsaveis pela hipertensao, ou nos casos mais
brandos, com medicamentos contendo agentes queratinoliticos como o acido salicilico,

acido acético e resorcina (NERY e MAGALHAES, 2009).



Material e Métodos



Material e Métodos |46

4, Material e Métodos

4.1. Solventes, reagentes e meios de cultura

2-mercaptoetanol - Sigma®

Acetato de Sddio - Synth®

Acido 3,5-dinitrosalicilico - Sigma®
Acido citrico - Synth®

Acido sulftirico - Synth®

Acido tricloroacético (TCA) - Synth®
Acrilamida - Sigma®

Agua deionizada

Carbonato de sodio - Synth®

Cloreto de cdlcio bihidratado - Merck®
Cloreto de magnésio - Labguard®
Cloreto de mercurio - Synth®
Cloreto de potassio - Synth®

Cloreto de sédio - Dinamica®
Comassie Blue G-250 - Sigma®
Deltametrina - DM®

Dextrose - Synth®

Duofilm®- Stiefel®

EDTA - Synth®

Extrato de Levedura - Acumedia®
Extrato de Malte - Acumedia®
Fibras de Crustaceo - DEG

Folin Ciocalteaus - Imbralab®
Fosfato bipotassico - Synth ®
Fosfato de s6dio monobasico - Synth®
Glicerol - Vetec Quimica Fina®
Glicina - Synth®

Hidrogenofosfato de Potassio - Synth®
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Hidroéxido de s6dio - Synth®

Meio agar batata dextrose - Acumedia®

Meio agar Sabouraud - Acumedia®
Metabissulfito de sédio - Sigma®
N-acetilglicosamina - Sigma®

Nitrato de prata - Synth® PEG 20000 - Sigma®
Peptona- Merck® Quitina grau pratico - Sigma®
Persulfato de Amonio - Synth®

Soro albumina bovino (BSA) - Sigma®

Sulfato de amonio- Synth®

Sulfato de cobre - Synth®

Sulfato de férrico heptahidratado - Reagen®
Sulfato de magnésio heptahidratado - Sigma®
Sulfato de Zinco - Synth®

Sulfato ferroso heptahidratado- Reagen®
Tartarato de sédio e potassio - Synth®
Tetrametiletilenodiamina - Synth®

Tris HCL - Sigma®

Tween 80 - Sigma®
4.2. Equipamentos

Agitador de tubos - Vision Scientific®
Agitador magnético - Fisatom®

Autoclave vertical 103- Fabbe®

Balanca analitica AB 204- Metler Toledo®
Balan¢a semi-analitica JH 2102- Bioprecisa®
Biorreator Minifors - Infors HT®

Biorreator Parr 4563 - Parr®

Biorreator Tec-Bio 4.5 - Tecnal®

Bomba de vacuo - Motores Elétricos Brasil®
Camara de fluxo laminar - Veco®

Camara de Neubauer - Boeco®
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Centrifuga Excelson 3 - Fanem®

Centrifuga refrigerada 5424R - Eppendorf®
Centrifuga refrigerada Legend RT - Sorvall®
Colunas Cromatograficas

Espectrofotometo UV 1603 - Shimadzu®
Fonte de Eletroforese 3000 STD - GSR®
Cuba de Eletroforese vertical - Digel®
Incubadora refrigerada com agitacdo orbital TE 421 - Tecnal®
Medidor de pH - PHTEK®

Mesa agitadora orbital - Superohm®
Microscépio Optico CX41 - Olympus®

Moinho de bolas - Manesco &Ranieri®
4.3. Selecao dos micro-organismos produtores de quitinases e queratinases

Para a selecdo dos micro-organismos produtores de quitinases e
queratinases foram realizadas fermentag¢des em frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL
contendo 100 mL de meio de cultura. As formulacdes dos meios foram preparadas
segundo Felse e Panda (2000) para quitinases e segundo Farag e Hassan (2004) para
queratinases. A fermentacdo cocorreu em incubadora refrigerada com movimento
orbital Tecnal ® TE-422.

Os micro-organismos avaliados para a producdo de quitinases foram:
Metarhizium anisopliae CG30, CG46, CG87, CG343 e CG374 proveniente da Colecao de
Fungos Entomopatogénicos da EMPRAPA - Recursos Genéticos e Biotecnologia
(CENARGEN) e Metarhizium anisopliae proveniente da Funda¢dao Oswaldo Cruz. Essa
linhagem passou a ser chamada Metarhizium anisopliae O.C. (Figura 9). As condi¢des das
fermentagdes foram baseadas em Nahar e colaboradores (2004) com pH inicial 5,5,
temperatura de 28°C, velocidade de agitacao de 120 rpm, tamanho de in6culo de 107

cel/mL e tempo de incubagdo de 240h.



Material e Métodos |49

Figura 9: Linhagens utilizadas para selecao do micro-organismo produtor de quitinases: M. anisopliae
CG30 (A), M. anisopliae CG46 (B), M. anisopliae CG87 (C), M. anisopliae CG343 (D), M. anisopliae CG374 (E),
M. anisopliae O.C. (F) (SANTOS, 2010).

Para a producao de queratinases foram avaliados os micro-organismos
Aspergillus niger - Cepa Industrial gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Jodo Atilio Jorge, da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, USP; Aspergillus oryzae e
Streptomyces sp. provenientes do Laboratério de Biotecnologia Farmacéutica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Campus de Araraquara; Trichoderma
reesei Rut C-30 gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Aldo José Pinheiro Dillon, da
Universidade de Caxias do Sul (Figura 10).

A B

Figura 10: Linhagens utilizadas para selecdo do micro-organismo produtor de queratinases: A. niger cepa
industrial (A), A. oryzae (B), Streptomyces sp, (C), Trichoderma reesei RUT C-30 (D) (SANTOS, 2010).

Os estudos realizados por Farag e Hassan serviram de base para as

fermentacdes. As condi¢cdes de cultivo foram: pH inicial de 4,0, temperatura de 30°C,
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velocidade de agitacdo de 120 rpm, tamanho de in6culo de 107 cel/mL e tempo de

incubacdo de 240 h (FARAG e HASSAN, 2004).
4.3.1. Manutencao das cepas

As cepas de M. anisopliae e o T. Reesei RUT C-30 foram mantidas em meio
sélido de agar batata dextrose (extrato de batata 20%, dextrose 10% e agar 15%)
A. niger e A. oryzae em meio solido agar e aveia (aveia 40% e agar 15%) e Streptomyces
sp. em meio solido Sabouraud. Os repiques foram feitos em tubos de ensaio, com

intervalos de aproximadamente quinze dias e mantidos a 28°C.
4.3.2. Obtencao do indculo

Para obtencdo dos indculos, os micro-organismos foram cultivados em placas
de Petri, contendo 20 mL de meio s6lido. Foram incubados por 7 dias em estufa a 28°C. A
contagem ocorreu em Camara de Neubauer - Boeco® apds suspensao em agua destilada
estéril. A inoculacdo foi realizada apds, ajustando-se o volume de inéculo necessario com

o volume de meio de cultura.
4.4. Producao das Enzimas
4.4.1. Fermentacao em frascos do tipo Erlenmeyer

Para a selecao dos micro-organismos produtores, avaliacio da temperatura
de incubacao, pH e composicao dos meios de cultura foram realizadas fermentagdes em
frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL de volume contendo 100 mL de meio em

incubadora de temperatura controlada com agitacao orbital TE 421 - Tecnal®.
4.4.2. Fermentacdo em biorreator convencional

Para a avaliagdo da velocidade de agitacao e taxa de aeragdo, as fermentagdes
ocorreram em dois biorreatores convencionais: Biorreator Tecnal® - TEC-BIO 4.5 e
biorreator Minifors - Infors HT® (Figura 11). Os dois sdo compostos por tanque agitado
com capacidade operacional de 4,5 L com vaso construido em vidro borossilicato e ago

inox 316. A termostatizacao do primeiro é realizada através de jaqueta d’agua acoplada
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a um banho circulante com controle de temperatura e do segundo com bloco de

aquecimento com refrigeracao.

Figura 11: Biorreatores convencionais: Biorreator Tecnal® - TEC-BIO 4.5 (A), Biorreator Minifors - Infors
HT® (B) (SANTOS, 2010).

O sistema de arejamento é composto por uma bomba de ar acoplada a um
filtro de 0,22 um e posteriormente a um aspersor de ar. O pH foi controlado
automaticamente através de moédulo de controle automatico acoplado a bomba
peristaltica utilizando H2SO4 e NaOH 1N. A retirada de amostra foi feita através de um
tubo em ago inox mergulhado no meio de cultura. A esterilizacdo dos biorreatores foi

feita em autoclave por 20 minutos a 120°C.
4.4.3. Fermentacdo em biorreator hiperbarico

Esta etapa do trabalho foi desenvolvida no Laboratério de Fermentagdes do
Departamento de Engenharia Biol6gica da Universidade do Minho, Braga, Portugal, com
orientacdo da Profa. Dra. Isabel Belo. Para a avaliacdo da producdo de quitinases em
pressoes elevadas, foi utilizado o biorreator Parr 4563 (Parr®) que consiste num tanque
agitado de 600 mL de capacidade, construido em ago inox 316. O biorreator contém no
seu interior um agitador com dois impulsores em turbina com laminas inclinadas
acionado por um motor, um circuito de refrigeracdo a agua, uma sonda de temperatura e
um tubo-dispersor por onde é feito a aeracdo. A espessura do biorreator e o sistema de
vedagdo permite operar até um valor maximo de pressao de 20,8 MPa e a um maximo de
temperatura de 350°C. O biorreator esta acoplado a um moédulo de controle que permite
regular a temperatura e a agitacao, e medir a pressdo interior. A temperatura é

controlada por meio de uma manta de aquecimento que envolve o biorreator e pelo
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sistema de refrigeracdo alimentado com agua corrente (Figura 12). A pressado no interior
do biorreator é fixada manualmente ajustando as valvulas de entrada e saida de gas. O
monitoramento da pressao dentro do biorreator é efetuado através de um transdutor de
pressdo ligado ao mddulo de controle, permitindo assim a leitura digital dos valores de
pressao relativa. O sistema de pressurizacao incorpora ainda um controlador de fluxo de
ar (Hastings Instruments, Hampton®, EUA), um filtro de ar de 0.22 pm de porosidade em
aco inox e uma valvula antirretorno. A faixa de valores de pressao e temperatura em que

o biorreator opera permitiu a esterilizacdo interna do mesmo in situ.

Figura 12: Biorreator hiperbarico (A), M6dulo de Controle (B) (SANTOS, 2010).

4.4.4. Recuperacao das enzimas

Apos as fermentagdes, o meio de cultura contendo a biomassa e metabdlitos
secretados foi filtrado a vacuo em papel de filtro Whatman® com porosidade de 0,45 pm
para retirada da biomassa. O filtrado contendo as enzimas de interesse, ou extrato

enzimatico bruto, foi armazenado a -20°C.
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4.4.5. Meios de cultura para a producao das enzimas

Trés meios de cultura foram avaliados para a producdo de quitinases. Os
meios avaliados estdo apresentados na Tabela 3. A fermentacdo ocorreu conforme
descrito no item 4.2.1 com velocidade de agita¢cdo de 120 rpm e temperatura de 28°C. O
tempo de incubacao foi de 120 h. A concentracao de quitina coloidal, utilizada como

indutor enzimatico, foi de 1%.

Tabela 3: Composicao dos diferentes meios de cultura utilizados para producao de

quitinases.
Componentes (g/L) Meio1l Meio2 Meio3

Acido citrico 0 0 10,5

CaCl 0,5 0,002 0

Extrato de Levedura 0,5 0 0

FeS04.7H20 0,002 0,005 0
Glicose 0 0 10,1

K2HPO4 1,0 0 0

KClI 0,0 0 0
KH2PO4 3,0 2,0 2,0

MgS04 0,7 0,0016 0
MgS04.7H20 0,2 0,3 0,3

MnS04.H20 0,002 0 0

NaCl 0,5 0 0
NaH2PO4 0 6,9 6,9
(NH4)2S04 1,4 4,2 1,4
Peptona 0,5 0 1,0
Ureia 0 0 0,3

ZnS04 0,002 0,0014 0

Referéncias: Meio 1 (TWEDDELL et al, 1994); Meio 2 (FELSE e PANDA, 2000); Meio 3 (FELSE e PANDA,
1999).

Para a produc¢do de queratinases trés meios de cultura foram avaliados e
estdo apresentados na Tabela 4. A fermentagdo ocorreu conforme descrito no item 4.2.1
com velocidade de agitacao de 120 rpm, temperatura de 30°C e tempo de incubacgdo de
120 h. O indutor enzimatico utilizado foi pele de pé humano tratada (PPHT) na

concentracdo de 0,5%.
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Tabela 4: Composicdo dos diferentes meios de cultura utilizados para producdo de

queratinases.
Componentes (g/L) Meio1 Meio2 Meio3
CaCl; 0,2 0,2 0
Extrato de Malte 0,1 0 0
FeS04.7H20 0 0,005 0
Glicose 1,0 3,0 0
Glicerol 2,0 0 0
KCl 0 0,5 0
K2HPO4 1,0 2,0 1,4
KH2PO4 1,5 1,0 0,7
MgSO04 0,2 0 0,1
MgCl2.6H20 0 0,3 0
NaCl 0,2 4,0 0,5
Peptona 0,4 0 0

Referéncias: Meio 1 (GRADISAR et al., 2000); Meio 2 (FARAG e HASSAN, 2004); Meio 3 (CAl et al., 2008).

4.4.5.1. Preparacado da quitina coloidal

A quitina utilizada como indutor enzimatico e substrato na determinacdo da
atividade de quitinases foi a quitina practical grade SIGMA®, submetida a tratamento
quimico para obtencdo de quitina coloidal. Foram misturados 50g de quitina practical
grade SIGMA® com 200 mL de HCl concentrado permanecendo sob agitacdo por 2 horas.
Apés, a mistura foi filtrada a vacuo descartando-se o filtrado. A quitina em forma de
coloide retida no filtro foi entdo lavada com 2,0 litros de agua destilada gelada varias
vezes até atingir o pH 7,0. Apds, a quitina coloidal foi seca em estufa com circulacdo de ar
a 40°C, triturada e a granulometria padronizada com tamiz de 60 mesh (YAMAGUCH]I,
2003).

4.4.5.2. Preparacao da pele de pé humano

Para a indugdo enzimatica bem como para a determinacao da atividade
queratinolitica foi utilizada PPHT. A coleta do material foi feita junto a pedicuras da
cidade de Araraquara cujo projeto e protocolo de coleta foram submetidos ao Comité de
Etica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP e aprovados com parecer
numero 30/2010. O material contendo epiderme proveniente de raspagens de plantas
de pés humanos foi transportado ao Laboratério de Biotecnologia Farmacéutica da

FCFAr onde foi autoclavado e seco em estufa a temperatura de 100°C. Apos a retirada
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total de umidade, a PPHT foi triturada e a granulometria padronizada com tamiz de 60

mesh (CHAO et al., 2007).
4.4.5.3. Avaliacao de diferentes indutores de quitinases

Para melhorar a produtividade de quitinases, indutores ja apresentados na
literatura foram avaliados. O ensaio ocorreu em frascos do tipo Erlenmeyer, em meio 3
(Tabela 3), velocidade de agitacao de 120 rpm, temperatura de 28°C e pH inicial 5,0 por
120 horas. Foram utilizados cinco diferentes fontes de quitina: fibras de crustaceo DEG®,
exoesqueleto de inseto triturado, quitina practical grade SIGMA® sem tratamento
prévio, quitina coloidal seca e quitina coloidal amida. O exoesqueleto de inseto utilizado
foram exuvias da Carineta fasciculada (cigarra) apds a muda coletadas em arvores no
Campus da Universidade Estadual Paulista - UNESP na cidade de Araraquara, SP. A

concentracdo de indutor enzimatico utilizada foi de 1%.
4.4.6. Avaliacao dos parametros de fermentacao

Buscando maior produtividade das enzimas estudadas, alguns parametros

importantes na fermentac¢do foram avaliados.
4.4.6.1. Determinacao da temperatura

Para a determinacdao da temperatura de cultivo as fermentagcdes foram
realizadas a 25, 28 e 30°C. A velocidade da mesa agitadora foi de 120 rpm e o pH inicial

dos meios de cultura foi 6 para quitinases e 5 para queratinases.
4.2.6.2. Determinacao do pH

Foram realizados testes da influéncia do pH no meio de cultura. O pH inicial
foi ajustado utilizando-se uma solu¢do de hidréxido de sédio e agua 12,5% (v/v) ou de
acido sulfarico 10% (v/v) nos seguintes valores: 4, 5, 6 e 7 para quitinases e 3,4, 5,6 e 7
para queratinases. As condi¢cdes de cultivo para produg¢do de quitinases foram: meio de
cultura 3 (Tabela 3), velocidade de agitacdo de 120 rpm, temperatura de 28°C. O
tamanho de indculo utilizado foi de 107 esporos/mL e o tempo de incubacao foi de 168h.

Ja para a produgdo de queratinases, as condi¢oes de cultivo foram: meio de cultura 2
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(Tabela 4), velocidade de agitacdo de 120 rpm, temperatura de 30°C, tamanho de

indculo utilizado foi de 107 esporos/mL e o tempo de incubacao foi de 168h.
4.2.6.3. Determinacao da taxa de aeracao

As taxas de aerac¢do avaliadas foram de 0,5 e 1,0 vvm para quitinases e 1,5 e
2,5 vvm para queratinases e as fermentacoes se deram em biorreator Tecnal® - TEC-BIO
4.5 com volume de meio de 1L. Para a producao de quitinases as condi¢des foram: meio
de cultura 3 (Tabela 3), pH 7, temperatura de 28°C, velocidade de agitagcdo de 200 rpm.
O micro-organismo utilizado foi Metarhizium anisopliae CG374. Para a producao de
queratinases as condi¢des foram: meio de cultura 2 (Tabela 4), pH 6, temperatura de
30°C, velocidade de agitacdao de 200 rpm. O micro-organismo utilizado foi Aspergillus

oryzae. O tempo de incubacdo para ambas foi de 168 h.
4.4.6.4. Determinacao da velocidade de agitacao

Duas velocidades de agitagcdo foram avaliadas na producdo de cada enzima:
200 e 300 rpm. As fermentagdes ocorreram conforme descrito no item anterior e a taxa

de aeracao foi de 1,0 vvm e 1,5 vvm para quitinases e queratinases, respectivamente.
4.4.7. Métodos analiticos
4.4.7.1. Determinacao da atividade de quitinases

A metodologia para se determinar a atividade de quitinases foi baseada em
Kim e colaboradores com algumas modificagdes (KIM et al, 2003). Foram avaliados os
efeitos do tempo de incubacdo, pH, temperatura, tipo e concentracao do substrato no
ensaio de determinac¢ao da atividade de quitinases.

Apo6s, a metodologia foi padronizada da seguinte maneira: quitina coloidal foi
utilizada como substrato na concentra¢do de 5% em tampao acetato de s6dio 50mM e
pH 5. O meio reacional foi incubado por 1 h a 37°C, sob agitacdo constante. Apds o tempo
de reacdo, a amostra foi centrifugada a 1800 G por 5 minutos e o produto liberado (N-
acetilglicosamina) foi quantificado através do método de DNS. Para o branco, a enzima

foi aquecida a 100°C por 5 minutos para a desnaturagdo total das proteinas.
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A leitura foi feita em espectrofotometro a 540 nm. Uma unidade da atividade
enzimatica foi definida como sendo a quantidade de enzima necessaria para liberar 1

umol de N-acetilglicosamina por minuto de reacao.
4.4.7.2. Determinacao da atividade de queratinases

A atividade de queratinases foi determinada espectrofotometricamente
segundo Farag e Assim, onde 0,5 mL de extrato enzimatico bruto ou purificado e 0,5 mL
de PPH 5% em tampao Tris HCl 50mM e pH 7,5 foram incubados por 15 min a 50°C
(FARAG e HASSAN, 2004). A reacao foi interrompida com a adicao de 1,0 mL de acido
tricloroacético (TCA) a 10% por 30 min a temperatura ambiente. A mistura foi
centrifugada e os aminodacidos liberados quantificados com tirosina pelo método de
Lowry (LOWRY et al, 1951). Uma unidade da atividade enzimatica foi definida como
sendo a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de tirosina por minuto de

reacao.
4.4.7.3. Determinacao da atividade de proteases

A determinacdo das proteases do extrato enzimatico foi realizada segundo
protocolo do Laboratério de Fermentagcdes da Universidade do Minho, Braga, Portugal,
onde 0,5 mL da amostra foram misturados a 0,5 mL de uma solu¢do de azocaseina 0,5%
em tampao acetato de s6dio 50 mM e pH 5. A mistura foi incubada por 40 min a 37°C.
Apés, foram adicionados 1 mL de acido tricloroacético (TCA) 10% e a mistura foi
centrifugada a 1800 G por 15 min. O sobrenadante foi recolhido e misturado a 1 mL de
KOH 5N. A solucdo resultante teve sua absorbancia determinada com um A=428 nm.
Uma unidade de atividade de proteases foi definida como o aumento de 0,01 de

absorbancia que a amostra apresentou em relacao ao branco por minuto de reagao.
4.2.7.4. Determinacdo de proteinas pelo método de Lowry

Os reagentes utilizados por este método foram preparados da seguinte
maneira: Reagente A - Na;CO3 2% em NaOH 0,1N; Reagente B-1 - Tartarato de sédio e
potassio 1% em agua destilada; Reagente B-2 - CuS04 1% em agua destilada; Reagente
C - preparado pela mistura de 5 mL do Reagente B-1 e 0,1 mL do reagente B-2;

Reagende D - preparado pela mistura de 1 mL do reagente C e 50 mL do reagente A.
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Inicialmente, foram adicionados 5 mL do Reagente D a 0,5 mL da amostra. Apds 15
minutos, 0,5 mL do reagente de Folim Ciocalteau 50% em agua destilada (w/w) foi
adicionado a mistura. Depois de 30 min, a absorbancia da solug¢ao foi medida em A=660
nm e as proteinas foram quantificadas empregando-se uma curva analitica contendo

soro albumina bovina como padrdao (LOWRY et al., 1951)
4.2.7.5. Determinacao de proteinas pelo método de Bradford

O método de Bradford (1976) se baseia na ligacdo entre proteinas e o corante
“Comassie Blue“ que sofre um desvio maximo de absor¢ao de A=465 nm (forma
vermelha do pigmento) para A=595 nm (forma azul) quando se liga a proteinas,
podendo estas ser quantificadas pelo aumento da absorbancia a A=595 nm. O complexo
proteina-corante tem um elevado coeficiente de extingdo, conferindo grande
sensibilidade a este método, que é também reprodutivel e pouco sujeito a interferéncias.
Em cada po¢o de uma microplaca de 96 pogos foram adicionados 150uL. de amostra e
150uL de reagente de “Comassie Blue”. Apds 10 minutos a temperatura ambiente a
absorbancia foi lida a A=595 nm. Foi construida uma curva analitica com solu¢des

padroes de BSA com concentragdes entre 2,5 e 25 mg/L.
4.4.7.6. Determinacao de ac¢ucares redutores

O reagente DNS foi preparado com a dissolucdo de 1,4972g de acido 3,5-
dinitrosalicilico e 2,7966g de NaOH em 200 mL de agua destilada. Apo6s a dissolugao,
foram adicionados 43,22g de tartarato de sd6dio e potassio, 1,08 mL de fenol (aquecido a
50°C) e 1,1724g de metabissulfito de sédio. O reagente foi armazenado em temperatura
ambiente.

Para o procedimento analitico, foram adicionados 0,25mL de amostras e
0,5mL do reagente DNS em tubos de ensaio. O meio reacional permaneceu em agua
fervente por exatamente 5 min e apds o resfriamento, foi adicionado 5 mL de agua
destilada. Leituras de absorbancia das amostras em A=540 foram feitas e a quantificacao
foi realizada através de uma curva analitica, utilizando-se o agticar redutor de interesse

como padrao.
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4.4.8. Purificacao

As proteinas contidas no extrato enzimatico bruto foram precipitadas através
de sulfato de amoénio 75% que foi adicionado aos poucos sob agitacdo e em banho de
gelo. Ap0s, a mistura foi centrifugada por 20 min a 3000 G e o sobrenadante descartado.
O precipitado obtido foi suspenso em tampao acetato 50mM, pH 5 e dialisado em agua
destilada a 4°C por 24h. Apés, o concentrado de enzima foi liofilizado.

A preparacdo concentrada foi aplicada em coluna cromatografica de exclusao
molecular Sephacryl S-200 (1 x 80 cm), previamente equilibrada em tampéao Tris-HCI
50mM pH 7,5 + NaCl 50mM, sendo eluida com este mesmo tampao e mantida a 4°C.
Foram coletadas fracdes de 1,2 mL e a vazdo foi mantida em 0,4 mL/min. As fracdes
obtidas foram avaliadas pela absorbancia em espectrofotometro a A=280nm para
acompanhar a presenca de proteinas. As que apresentaram atividades quitinoliticas e
queratinoliticas foram dialisadas em agua destilada, a 4°C por 24h para posterior

caracterizagao.
4.4.9. Eletroforese com SDS-PAGE

Os procedimentos cromatograficos foram acompanhados através de
eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (PAGE 12%), segundo Laemmli
(1970). A eletroforese foi realizada em tampao tris-glicina. As concentracdes dos
reagentes e quantidades necessarias estdo descritas nas Tabelas 5 e 6. Foram aplicadas
quantidades suficientes para atingir a concentragdo em cada pogo de 50ug de proteina e

o tempo de corrida foi em média de 6 horasa 120 V,40 mAe 9 W.

Tabela 5: Composicao do gel de separacdo a 12%

Reagentes Quantidade
Agua deionizada 6,6 mL
Acrilamida 30% 8,0 mL

Tris HCL 1,5M pH 8,8 5,0 mL

SDS 10% 200,0 pL

Persulfato de Aménio 10%  200,0 pL
Temed 8,0 uL.
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Tabela 6: Composicdo do gel de empilhamento a 5%.

Reagentes Quantidade
Agua deionizada 5,5 mL
Acrilamida 30% 1,3 mL
Tris HCL 1,5M pH 8,8 1,0 mL
SDS 10% 80,0 pL
Persulfato de Amoénio 10% 80,0 uL
Temed 8,0 uL

ApoOs a retirada do gel, o perfil proteico foi revelado utilizando-se o método
de revelagdo pela prata. O gel foi colocado em TCA 20% por 30 min e lavado com solugdo
de etanol 10% e acido acético 5%. Em seguida, foi colocado agente oxidante, lavado com
agua destilada e adicionado a solucao de nitrato de prata. O gel foi lavado com agua
destilada e adicionado um agente redutor cuja reac¢do foi interrompida com acido acético

a 5% (BLUM etal.,, 1987).
4.4.10. Caracterizacao das enzimas

As fragoes purificadas que apresentaram maior atividade foram reunidas
em um “pool” e dialisadas “overnight” a 4°C e submetidas a ensaios de avaliacdo de
estabilidade térmica, influéncia de diferentes compostos e pH nas atividades

enzimaticas.
4.4.10.1. Avaliacdo da estabilidade térmica das enzimas

A estabilidade térmica das enzimas foi determinada através de ensaio em que
as amostras foram submetidas a temperaturas de 30 a 70°C pelo tempo de 15, 30, 45 e

60 minutos. Apos foram determinadas as atividades enzimaticas.

4.4.10.2 Avaliac¢ao da influéncia de diferentes ions metalicos e outras substancias

nas atividades enzimaticas

Este ensaio foi realizado incubando-se as amostras com solu¢gdes 1mM de
FeClz, CuSO4, ZnClz, MnSO4, HgCl2, AgNO3, DMSO e 2-mercaptoetanol por 30 min (KIM et

al., 2003). As atividades enzimaticas foram avaliadas aplicando-se os ensaios padroes e a
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inibicdo relativa foi calculada baseada na liberacdo de N-acetilglicosamina e tirosina

para quitinases e queratinases, respectivamente.
4.4.10.3. Avaliacao da influéncia do pH nas atividades enzimaticas

O efeito do pH da solugdo reacional da atividade enzimatica foi avaliado
através da incubag¢do das amostras em solugdes com diferentes pH por 16 horas a 4°C.
Utilizou-se tampao acetato 50mM pH entre 3 a 6, tampao fosfato 50mM pH entre 7 e 8 e
tampao Glicina-NaOH pH entre 9 a 11 (KIM et al.,, 2003). Ap6s a incubagao, a liberacao de
N-acetilglicosamina e tirosina foram quantificadas de acordo com os ensaios padrdes
para quitinases e queratinases, respectivamente. Como controle foram utilizados os

tampdes padrdes de dosagem de cada enzima nas mesmas condi¢des das amostras.
4.5. Avaliacao das aplicacdes das enzimas
4.5.1. Avaliacao “in vitro” da acdo de quitinases contra piolhos humanos

A avaliacdo “in vitro” da a¢do de quitinases contra piolhos humanos foram
baseadas no trabalho de Nascimento e colaboradores (2007). Os piolhos foram
coletados por catagdo ou com o auxilio de pente fino, diretamente da cabega de criangas
parasitadas, em idades entre 6 a 10 anos em suas residéncias por seus pais ou
responsaveis. O projeto e protocolo de coleta foram submetidos ao Comité de Etica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP e aprovados pelo parecer no 06/2011
(Anexo I). Em laboratério, os espécimes foram contados e separados por estagio. A
seguir, foram dispostos em placas de Petri com o fundo recoberto com papel de filtro
previamente esterilizado. O papel foi umedecido com 3 mL de extrato enzimatico bruto
contendo quitinases em concentragdes conhecidas, “pool” de fracdes que apresentaram
maior atividade especifica apés eluicdo por coluna Sephacryl S-200, deltametrina na
concentracdo de 0,2 mg/mL (controle positivo) e agua destilada (controle negativo). O
ensaio ocorreu por uma hora a temperatura de 25°C. Apo6s foram realizadas as
observacdes das taxas de mortalidade. A escolha da deltametrina bem como de sua

concentracdo se deu devido ao seu grande uso popular.
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4.5.2. Avaliacao “in vitro” da acdo de queratinases na degradacao de calos

humanos

A fim de se avaliar o efeito das queratinases na degradacdo de queratina e
calos humanos, foram utilizadas no ensaio epiderme humana contida na pele da planta
dos pés e pele retirada de calos dos pés. A metodologia foi baseada em Chao e
colaboradores (2007) onde foi utilizada pele proveniente da raspagem da planta de pé
humano. O material foi obtido junto as pedicuras do municipio de Araraquara-SP com
treinamento para que as coletas fossem feitas em local especifico e de maneira asséptica.
O projeto e protocolo de coleta foram submetidos ao Comité de Etica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da UNESP e aprovados pelo parecer no 30/2010 (Anexo II). Os
ensaios foram realizados logo apés as coletas para que o material estivesse o mais fresco
possivel. Foi utilizado nesse ensaio extrato enzimatico bruto contendo queratinases em
concentragdes conhecidas e um “pool” de fragdes que apresentaram maior atividade
especifica de queratinase apo6s eluicdo por coluna Sephacryl S-200. Para controle
positivo foi utilizado um produto comercial composto por acido salicilico (165 mg/mL) e
acido lactico (145,2 mg/mL) e como controle negativo tampao Tris/HCl 50 mM, pH 7,5.
Cinco mililitros do extrato enzimdatico bem como dos controles foram adicionados a
tubos de ensaio contendo 0,05 g de pele da planta dos pés e pele retirada de calos dos
pés e foram incubados por 1 h a 36°C. Em seguida as proteinas resultantes da
degradacao da queratina foram quantificadas pelo método de Lowry (1951). O controle

positivo foi adotado devido ao seu grande uso popular.
4.6. Analise estatistica

A avaliacdo estatistica foi realizada através do software Origin® V. 7.03
(OriginLab Corporation), os dados foram analisados por ANOVA, sendo tomado como

significativamente diferente p < 0,05.
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5. Resultados

5.1. Avaliacdo de micro-organismos e meios de cultura para a producao de

quitinases

A avaliacdo dos micro-organismos produtores bem como dos meios de
cultura para a producao de quitinases foi feita através da andlise da atividade especifica
que é a razdo entre a atividade enzimatica (U/mL) e a proteina produzida (mg/mL),
cujos resultados estdo expressos na Figura 13. O fungo que apresentou maior producao
foi o M. anisopliae CG374 quando crescido no meio de cultura 1 que foi de 0,158 U/mg
de proteina. Esse resultado foi 40,4% maior que o segundo melhor produtor, o fungo M.
anisopliae 0.C. também crescido em meio 1. Baseando-se nesses resultados, o fungo M.

anisopliae CG374 e o meio de cultura 1 foram escolhidos para as demais fermentagdes.
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Figura 13:Producdo de quitinases utilizando diferentes micro-organismos e meios de cultura. Meio de
cultura 1 (m), meio de cultura 2 (m), meio de cultura 3 (m).
5.2. Avaliacao dos micro-organismos e meios de cultura para a producao de

queratinases

Para a avaliacdo dos micro-organismos produtores e do meio de cultura para
producdo de queratinase foi avaliada a atividade especifica de queratinase e os

resultados obtidos estdo apresentados na Figura 14.
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Figura 14: Producdo de queratinases utilizando diferentes micro-organismos e meios de cultura. Meio de
cultura 1 (m), meio de cultura 2 (m), meio de cultura 3 (m).

O fungo A. oryzae quando crescido no meio de cultura 1 apresentou a maior
atividade especifica, 1,07 U/mg, que foi 9,5% maior que a apresentada pelo mesmo
fungo quando crescido no meio de cultura 2. Esses resultados serviram de base para a
escolha do fungo A. oryzae e do meio de cultura 1 para as demais fermentagoes
realizadas no trabalho. As fermenta¢des utilizando o fungo T. reesei RUT C-30 nao

apresentaram producao significativa de queratinase em nenhum dos meios avaliados.

5.3. Avaliacdao das condicdoes da reacdo para a determinaciao da atividade de

quitinases

No decorrer do trabalho surgiu a necessidade de avaliar a metodologia de
quantificacdo da atividade quitinolitica. Para isso foram avaliadas as influéncias da
temperatura, tempo e concentra¢do de substrato do meio reacional.

A temperatura reacional bem como o tempo de incubacdo foram avaliados
em ensaios que ocorreram a 30, 37 e 40°C, sob agitacdo constante e amostras foram
retiradas apos 15, 30, 60, 90 e 120 min. Os resultados de atividade enzimatica estdo
apresentados na Figura 15.

Os resultados demonstram a influéncia da temperatura e tempo de incubacado
na determinacao da atividade de quitinases. A temperatura 6tima de incubacdo para a
determinacdo da atividade enzimatica foi de 37°C, para qual apresentou atividade 1,5

vezes superior que a 40°C decorridos 30 minutos de reagdo. A partir desses ensaios, a
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temperatura de 37°C e o tempo de 30 min foram escolhidos para a realizagdo dos

ensaios de determinacdo de quitinases no decorrer do trabalho.
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Figura 15: Atividade de quitinases em diferentes temperaturas e tempos de incubacio. 30°C (@), 37°C (m)
e 40°C (A).
O ensaio para a avaliagdo da concentracao de substrato ocorreu por 30
minutos, a 37°C sob agitacdo constante. As concentragdes avaliadas foram de 0,5%, 1%,
2%, 5% e 10%. Os resultados da atividade enzimatica estdo apresentados Figura 16.
As reagdes com concentracdes de quitina acima de 0,5% ndo apresentaram
diferencas estatisticas significantes, portanto, foi adotada para a realizacdo dos ensaios

de determinacao de atividade de quitinases a concentragdo de 1% de quitina.
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Figura 16: Atividade de quitinases com diferentes concentra¢des de quitina.
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5.4. Avaliacgdo de diferentes indutores na producdo de quitinases

Para a determinacdo do melhor indutor para a producdo de quitinases
diferentes fontes de quitina (fibras de crustaceo DEG®, exoesqueleto de inseto triturada,
quitina practical grade SIGMA® sem tratamento prévio, quitina coloidal seca e quitina
coloidal umida) foram avaliadas e os resultados estdo apresentados na Figura 17. Os
indutores foram adicionados ao meio de cultura na concentragdo de 1%. Os resultados
apontaram a quitina coloidal seca como sendo a fonte de quitina mais eficaz na producao
de quitinases, apresentando uma atividade especifica de quitinase de 0,26 U/mL, que foi
67,7% maior que a apresentada pela quitina coloidal imida, segunda melhor fonte. A
partir desses resultados, as fermentacdes seguintes do trabalho utilizaram a quitina

coloidal seca como indutor de producado de quitinases.
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Figura 17: Producdo de quitinases utilizando diferentes indutores enzimaticos. (1) Fibra de crustaceos

DEG®, (2) Quitina coloidal seca, (3) Quitina coloidal imida, (4) Exoesqueleto de inseto, (5) Quitina pratical
grade Sigma®.
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5.4.1. Determinacdo da concentracao de quitina no meio de cultura para a

producao de quitinases

Uma vez determinada qual a melhor fonte de quitina para a produgao de
quitinase, fez-se necessario determinar a concentracdo ideal da fonte de quitina no meio
de cultura. Baseando-se na literatura foram avaliadas as concentragdes de 0,5, 1, 1,5 e
2% de quitina coloidal seca. Apés fermentacdo em frasco Erlenmeyer por 168h, foram
determinadas as atividades especificas de quitinases. Os resultados estdo apresentados

na Figura 18. Os resultados obtidos apontaram para a concentracdo de 1% onde foi
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obtida a maior atividade especifica de quitinase, 0,243 U/mg de proteina. Essa

concentracdo foi entdo adotada para as demais fermentagdes do trabalho.
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Figura 18: Producdo de quitinases utilizando diferentes concentragdes de quitina coloidal seca.
5.5. Determinacdo dos parametros de producao
5.5.1. Determinacdo do tempo de incubacao para producao de quitinases

A fim de se determinar o tempo de incuba¢do necessario para a producao
maxima de quitinases, amostras foram retiradas a cada 24h durante fermentacdao em

frascos Erlenmeyer. Os resultados de atividade especifica obtidos estao apresentados na

Figura 19.
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Figura 19: Cinética da producdo enzimatica de quitinases.
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Este ensaio indicou que ap6s 120h a producdo de quitinases foi 29,5% maior
que ap6s 168h. Baseado nesses dados foi determinado o tempo de incuba¢do de 120h

para as demais fermentacoes.
5.5.2. Determinac¢do do tempo de incubacgao para produc¢ao de queratinases

A determinacdo do melhor tempo de incubagcao para a producdo de
queratinases foi realizada ap6s analise dos resultados obtidos durante fermentagdo em

frascos Erlenmeyer e que estao apresentados na Figura 20.
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Figura 20: Cinética da producdo enzimatica de queratinases.

Os resultados indicaram que apé6s 120h de fermentacdo, a produciao de
queratinases foi 24,36% maior que apds 96 horas. Com isso, adotou-se o tempo de

incubacdo de 120h para as demais fermentacoes.
5.5.3. Influéncia da temperatura de cultivo na producdo de quitinases

Para determinar a influéncia da temperatura de cultivo na producdo de
quitinases, foram realizadas fermentacdes em frascos Erlenmeyer a 25 28 e 30°C e os
resultados estdo apresentados na Figura 21. Comparando a producdo de quitinases nas
diferentes temperaturas, foi possivel observar uma diferenca significativa entre 28 °C e

as demais. Nesta temperatura obteve-se a maior atividade especifica, 0,491 U/mg de
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proteinas que foi 2,04 vezes maior que a 25°C e 4,08 vezes maior que a 30°C. A partir

desses resultados, a temperatura de 28°C foi adotada para as demais fermentacdes.
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Figura 21: Producao de quitinases em fermenta¢des com diferentes temperaturas.

5.5.4. Influéncia da temperatura de cultivo na producio de queratinases

A temperatura para producdo de queratinases foi determinada em ensaios

realizados a 25, 28 e 30°C e os resultados estao descritos na Figura 22. Os resultados

apontaram semelhanca estatistica nas fermentacdes ocorridas a 28 e 30°C. Quando

comparado com a fermentagdo ocorrida a 25°C, a diferenca foi de aproximadamente 2

vezes. Com base nestes resultados, a temperatura de 28°C foi adotada para as demais

fermentacoes.
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Figura 22: Producdo de queratinases em fermentagdes com diferentes temperaturas.



Resultados |71

5.5.5. Influéncia do pH de cultivo na producao de quitinases

A fim de se determinar a influéncia do pH do meio de cultura nas
fermentacdes para a producdo de quitinases, foram realizados ensaios com valores de
pH entre 3 e 7. Ap6s a fermentacdo a producdo de quitinase foi determinada e os

resultados estdo apresentados na Figura 23.
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Figura 23: Producio de quitinases apds fermentagio com diferentes valores de pH.

0 meio de cultura ajustado em pH 7 apresentou maior produc¢ao sendo 1,74 e
3 vezes maior que os ajustados com pH 4 e 5 respectivamente. Com base nesses

resultados, o pH que adotado para as demais fermentagdes foi o 7.
5.5.6. Influéncia do pH de cultivo na producao de queratinases

A influéncia do pH do meio de cultura visando a producao de queratinase foi
determinado a partir de fermentagdes realizadas em pH na faixa de 3 a 7. A producao
queratinase de cada fermentacdo estd representada na Figura 24 onde é possivel
observar que a maior producdo foi obtida em pH 6 que foi 8,6% maior que a produzida
em meio com pH 5. Baseado nos resultados, o pH 6 foi adotado para as demais

fermentacoes.
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Figura 24: Producdo de queratinase ap6s fermentagdo com diferentes valores de pH.

5.5.7. Determinac¢do da taxa de aeracao na producao de quitinases

A taxa de aeracdo para a produc¢do de quitinases foi determinada apés a

realizacdo de duas fermentacdes utilizando 0,5 e 1,5 vvm de taxa de aeracdo. Apds a

fermentacdo, a producdo de quitinases foi avaliada e os resultados apresentados na

Figura 25 onde podemos observar na taxa de 0,5 vvim uma produ¢do muito pequena de

quitinases enquanto que quando utilizado 1,5vvm, a produgdo foi de 0,506 U/mg de

proteina. A partir desses resultados, adotou-se a taxa de aeragdo de 1,5vvm para as

demais fermentacoes.
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Figura 25: Producdo de quitinases em fermentacdo com diferentes taxas de aeragao.
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5.5.8. Determinacdo da taxa de aeracdo na producao de queratinase

A taxa de aeracdo para a producdo de queratinases foi determinada apoés
fermentacoes utilizando 1,5 e 2,5 vvm. As producdes de queratinase estdo descritas na
Figura 26. A maior produgéo foi obtida na fermentacdo onde foi utilizada taxa de aeracao

de 1,5 vvm que foi 14% que a producdo de queratinases quando se utilizou 2,5vvm.
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Figura 26: Producdo de queratinases em fermentagdo com diferentes taxas de aeragao.
5.5.9. Determinacao da velocidade de agitacdao na producao de quitinases

Duas velocidades de agitacao foram avaliadas para a produgdo de quitinases:
200 e 300 rpm. Apds as fermentacdes, a produgdo foi quantificada e os resultados estao

representados na Figura 27.
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Figura 27: Producdo de quitinases apés fermentacdo em diferentes velocidades de agitacao.
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Os resultados apontaram para maior producdo da quitinases utilizando
velocidade de 200 rpm. O resultado foi 25,2% maior que os obtidos a 300 rpm e,

portanto, foi adotada a velocidade de agitacao de 200 rpm para as demais fermentacdes.
5.5.10. Determinacao da velocidade de agitacao na producdo de queratinase

A velocidade de agitacdo para a producao de queratinases foi determinada
apo6s fermentagdes utilizando-se 200 e 300 rpm. A maior producao foi obtida na
velocidade de 200 rpm que foi 23,6% maior que quando utilizado a velocidade de 300
rpm. A partir desse resultado, adotou-se para as demais fermentagdes do trabalho a

velocidade de agitacdo de 200 rpm.
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Figura 28: Producdo de queratinase ap6s fermentacdo em diferentes velocidades de agitacdo.

5.5.11. Comparacao entre as produc¢oes enzimaticas

A producao de quitinases em biorreator depois de estabelecidos todos os
parametros foi de 0,541 U/mg de proteina, 83% maior que a producdo da enzima em
frasco Erlenmeyer. Para a enzima queratinase, a producdo em biorreator foi de 9,51
U/mg de proteina apresentando uma diferenca de 154%. Que a produgao realizada em

frasco Erlenmeyer.

5.6. Producao de quitinases em biorreator hiperbarico

Os resultados obtidos nesta etapa do trabalho estao apresentados nos itens

que a seguir.
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5.6.1. Avaliacao do meio de cultura

Devido ao reduzido calibre da valvula de entrada do biorreator hiperbarico,
foi necessario a realizacdo de ensaios para se determinar a formulacao de um meio de
cultura minimo com densidade suficientemente baixa para ser introduzido no
biorreator. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 29. O meio foi baseado
em Kang e colaboradores (1999). Os dados mostraram que a formulacao contendo meio

minimo acrescido de glicose 1,0% e quitina coloidal 0,5% foi a que apresentou maior

producao.
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Figura 29: Produgio de quitinases em diferentes meios de cultura: (1) Meio minimo + 0,5% glicose + 0,5%
quitina coloidal; (2) Meio minimo + 1,0% glicose + 0,5% quitina coloidal; (3) Meio minimo + 0,5% glicose
+1,0% quitina coloidal; (4) Meio minimo + 1,0% glicose + 1,0% quitina coloidal.

5.6.2. Tamanho do in6culo

Também devido a restricio do tamanho da valvula de entrada do biorreator
hiperbarico, foi necessaria a realizagdo de ensaios onde o meio de cultura determinado
anteriormente foi inoculado com diferentes tamanhos de in6culos. Foram analisados
in6culos nas concentragoes de 104, 10> 106, 107 e 108 células/mL. Os resultados obtidos
estdo apresentados na Tabela 7 e demonstram que o inéculo de 107 células/mL foi,
dentre os que apresentaram maior atividade de quitinase, o com densidade capaz de ser

introduzida no biorreator.
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Tabela 7: Determinacao do tamanho de inéculo

Tamanho do inéculo (células/mL) Atividade Enzimdtica (U.L-1)

104 80,1
10 85.3
106 92,4
107 97,9
108 103,4

5.6.3. Variacao do pH durante as fermentacoes

Uma vez que o biorreator hiperbarico ndo possuia controle automatico de pH
foi necessario a avaliagdo do pH no decorrer das fermentagcdes para se determinar
possiveis alteracdes na producdo de quitinases. Os resultados demonstraram que nao
ocorreram variacoes relevantes para que a producao fosse afetada. Observamos uma

queda maxima de 1,5 no pH na fermentacgao realizada em pressao de 5 bar (Figura 29).
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Figura 30: Cinética da variagdo do pH durante as culturas em fermentador (Biolab) () e em biorreator
hiperbarico a pressiode 1 (M),2 (A),3(X),4 () e5 (@) bar.

5.6.4. Efeito da pressdo de ar na atividade de quitinase

Apés a realizagdo das fermentacdes em diferentes pressoes, foi possivel
observar um aumento significativo da producdo de quitinase nas pressdes superiores a

2 bar. Como demonstrado na Figura 30, a maior atividade foi obtida no biorreator
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hiperbarico decorridas 75 horas e a pressdo de 3 bar que foi 13,73% maior do que os

experimentos a pressao de a 1 bar (Figura 30A).
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Figura 31: Cinética da producdo de quitinase (A) e consumo de glicose do meio de cultura (B) em
fermentador (Biolab) a pressdo atmosférica (€) e em biorreator hiperbarico a pressio de 1 (®), 2
(A),3(X),4(*)e5 (®)bar.

Na figura 30B é possivel observar o consumo de glicose do meio de cultura
no decorrer do tempo e podemos observar que na fermentacao ocorrida a pressao de 2
bar o consumo de glicose foi maior e mais rapido. Mas esse fator ndo influenciou na

produgdo de quitinase
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A producdo de quitinase realizada sob pressdo de 3 bar também foi a que

apresentou maior produg¢ao sendo 63,9% maior que a fermentacdo ocorrida a 1 bar

(Figura 31A).

Atividade Especifica (U/L/mg proteina)

6,41
5,73
4,21 3,93
2,02 2,31 I
1 2 3 4 5

6

Figura 32: Producio de quitinase em diferentes pressdes. (1) biorreator convencional, (2) biorreator
hiperbarico pressao 1 bar, (3) biorreator hiperbarico pressao 2 bar, (4) biorreator hiperbarico pressao 3
bar, (5) biorreator hiperbarico pressao 4 bar, (6) biorreator hiperbarico pressdo 5 bar.

A producio total de quitinase, que foi obtida pela razdo entre a atividade e o

tempo de produgio, estd demonstrada na Figura 32. E possivel observar que as maiores

produgdes totais foram obtida nas fermentagdes ocorridas a 4 e 5 bar, 23,12% e 20,31%

maiores que a ocorrida a 1 bar, respectivamente.
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Figura 33: Producdo total de quitinase. (1) biorreator convencional, (2) biorreator hiperbarico pressdo 1
bar, (3) biorreator hiperbarico pressao 2 bar, (4) biorreator hiperbarico pressao 3 bar, (5) biorreator
hiperbarico pressio 4 bar, (6) biorreator hiperbarico pressao 5 bar.
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5.6.5. Transferéncia de Oxigénio (OTR)

Antes da realizacao dos ensaios sob pressao, foi realizada a caracterizacdo da
taxa de transferéncia de oxigénio do biorreator hiperbarico para as varias pressoes
utilizadas. Na Figura 33 estdo representados os valores de OTR para as 5 pressoes

avaliadas e a respectiva equagdo apds regressao de poténcia.
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Figura 34: Variacdo dos valores de OTR nas diferentes pressdo de ar no biorreator hiperbarico e
respectiva fung¢io de poténcia.

A limitacao de oxigénio a pressao atmosférica foi comprovada pela cultura do
fungo no fermentador convencional, nas mesmas condi¢des das utilizadas no biorreator
hiperbarico. Conforme se pode ver na Figura 35, o oxigénio dissolvido diminuiu
consideravelmente a partir das 32h de operagdo e nao foi totalmente eliminado do meio
até o final da operacdo. Esse fato provavelmente ocorreu devido a baixa velocidade de
agitacao com que as fermentagdes foram realizadas.

Conforme se pode visualizar nas Figuras 34 e 35, o efeito positivo da pressao
na taxa de transferéncia de oxigénio refletiu na produgao de quitinase com aumento de

OTR decorrente do aumento da pressao.
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Figura 35: Cinética da producdo de quitinase (M) e concentracdo de oxigénio dissolvido (®), durante a
cultura no fermentador convencional.
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Figura 36: Efeito da OTR na produ¢cdo maxima de quitinase em biorreator hiperbarico. OTR (H).

Quando avaliadas as producdes totais de quitinases e proteases (Figura 36),
observamos que a fermentacdo em biorreator hiperbdarico nas pressdes de 4 e 5 bar
apresentaram menores produtividade de proteases, quando comparada as demais.

Observamos também que nas pressdes de 2 e 3 bar, a relagdo entre as
produtividades de quitinases e proteases apresentaram os menores valores, o que indica
que nessas pressodes a produtividade real de quitinases pode ter sido maior do que a

determinada no ensaio, uma vez que proteases degradam outras enzimas.
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Figura 37: Efeito da pressdo na producao total de quitinase (1) e protease (M). (1) biorreator
convencional, (2) biorreator hiperbarico pressao 1 bar, (3) biorreator hiperbarico pressao 2 bar, (4)
biorreator hiperbarico pressao 3 bar, (5) biorreator hiperbarico pressado 4 bar, (6) biorreator hiperbarico
pressdo 5 bar.

5.7. Purificacgao
5.7.1. Purifica¢do da quitinase

0 extrato bruto obtido da fermentacdo em biorreator convencional foi
precipitado com sulfato de amoénio e dialisado “overnight” a 4°C. O perfil de eluicao da
quitinase na coluna de exclusao molecular Sephacryl S-200 esta descrito na Figura 37.

Através destes procedimentos, a enzima foi purificada 5,12 vezes (Tabela 8)

12 0,45
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Figura 38: Perfil de elui¢do de quitinase na coluna Sephacryl S-200. D.0. 280nm (1), Atividade de
quitinase (@).



Resultados | 82

Tabela 8: Passos de purificacdo de quitinase de Metarhizium anisopliae CG374.

Passo Volume Proteina Atividade Atividade Purificacdo Recuperacdo
(mL) Total total  Especifica (vezes) (%)
(mg) (U) (U/mg)
Extrato bruto 500 303,62 4190 1,38 1 100
Precipitado 50 84,50 174,84 2,06 1,49 41,73
Sephacryl S-200 29,5 15,08 106,52 7,06 512 25,42

5.7.2. Purifica¢do da queratinase

0 procedimento de purificacdo da queratinase se deu da mesma maneira que
a descrita no item anterior. O perfil de eluicdo em coluna Sephacryl S-200 bem como os
passos de purificacdo da queratinase estdo descritos na Figura 38 e Tabela 9,

respectivamente. Apos a eluicao a enzima foi purificada 4,52 vezes.
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Figura 39: Perfil de eluicdo de queratinase na coluna Sephacryl S-200. D.O. 280nm ([1), Atividade de
queratinase (@).
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Tabela 9: Passos de purificagcdo de queratinase de Aspergillus oryzae.

Passo Volume Proteina Atividade Atividade Purificagdo Recuperacgao
(mL) Total total  Especifica (vezes) (%)
(mg) (U) (U/mg)
Extrato bruto 500 623,83 2015 3,23 1 100
Precipitado 50 59,14 255,5 4,32 1,34 12,7
Sephacryl S-200 18,96 8,81 128,77 14,6 4,52 6,39

5.8. Caracterizacao das enzimas
5.8.1. Eletroforese em gel de SDS-PAGE

As amostras provenientes das fracbes que apresentaram maior atividade
enzimatica especifica foram aplicadas em gel de eletroforese SDS-PAGE. Foram
aplicados ao gel aproximadamente 50ug de proteinas de amostra por poco, A Figura 39
apresenta os resultados.

As fracdes com maior atividade de queratinase (Figura 39B) apresentaram
duas banda com massa molar em torno de 40 e 50 kDa. Ja para as fragbes com maior

atividade quitinolitica, trés bandas com massa molar 24, 28 e 80 kDa (Figura 29C).

LallB ]l c]
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Figura 40: SDS PAGE das fra¢des de quitinases e queratinases obtidas apos elui¢do por coluna Sephacryl S-
200. Marcador de massa molar (A), fracdo com queratinase, fracdo com quitinases (C).




Resultados | 84

5.8.2. Avaliacao da estabilidade térmica da quitinase

A avaliacdo da estabilidade térmica da quitinase purificada foi determinada
através de ensaio padrao nas temperaturas de 30 a 70°C apds incubacdo por 15, 30, 45 e
60 minutos em cada temperatura. Os resultados de atividade relativa apo6s cada
tratamento térmico bem como o tempo de meia vida (Tso) estdo apresentados na Figura
40 e Tabela 10, respectivamente.

A quitinase quando tratada a 30°C apresentou perda de atividade de 20%
enquanto que a 40°C, a perda foi de 25%. Ja a 50°C, a perda da atividade ap6s 45 min foi
de 58%. A temperatura de 70°C, a enzima perdeu totalmente a atividade ap6s 30 min. O

maior tempo de meia vida da enzima foi obtido na temperatura de 40°C.
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Figura 41: Avaliacdo da estabilidade térmica de quitinase frente as temperaturas 30°C (4), 40°C (m),50°C
(A), 60°C (%X), 70°C ().

Tabela 10: Tempo de meia vida (Tso) da quitinase apds tratamento térmico

Temperatura (°C) Tso (min)

30 41
40 53
50 42
60 17

70 11
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5.8.3. Avaliacao da estabilidade térmica da queratinase

A avaliacdo da estabilidade térmica da queratinase purificada foi
determinada conforme descrito no item anterior.

Apoés o tratamento térmico, a queratinase apresentou maior estabilidade
térmica nas temperaturas de 30, 40 e 50°C com perdas de atividade de 15, 20 e 35%
respectivamente, apés 60 min de tratamento. A temperatura de 60°C, a enzima perdeu
totalmente a atividade apdés 60 min e a 70°C, apos 45 min. As temperaturas de 30 e 40°C
apresentaram o mesmo tempo de meia vida, 45 min. Os resultados estao apresentados

na Figura 41 e Tabela 11.
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Figura 42: Avaliagdo da estabilidade térmica de queratinase frente as temperaturas 30°C (#), 40°C
(m),50°C (A), 60°C (%), 70°C (>F).

Tabela 11: Tempo de meia vida (Ts0) da queratinase apds tratamento térmico

Temperatura (°C) Tso (min)

30 45
40 46
50 40
60 21

70 10
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5.8.4. Avaliacao da influéncia de ions metalicos e outras substancias na atividade

das enzimas

A enzima foi incubada por 30 minutos, em geladeira, com 1mM de FeCl3,
CuSO4, ZnClz, MnSO4, HgClz, AgNO3, EDTA, 2-mercaptoetanol (KIM et al, 2003). Os
resultados de atividade enzimatica apds cada tratamento estdo apresentados na Tabela
10.

O fon com o maior efeito inibitério sob quitinase foi o cobre, que se
comparando com a atividade de quitinase controle, apresentou reducao na atividade
relativa de 93,88% e o menor efeito inibitério foi observado pela acdo do EDTA, que
manteve atividade relativa de 90,82%. Para queratinase, o ion prata foi composto com
maior poder de inibigao com reduc¢do de 89,85% e o com menor foi o EDTA, que reduziu
a atividade relativa em 9,15%. Nenhum dos compostos avaliados mostrou efeito em

aumentar a atividade enzimatica.

Tabela 12: Atividade relativa (%) da atividade de quitinase e queratinase apds exposi¢do

a fons metalicos e outras substancias.

Composto Atividade relativa (%) Atividade relativa (%)

Quitinase Queratinase
Controle 100 100
FeCls 27,55 33,51
CuSO0g4 6,12 10,33
ZnCl, 48,98 50,12
MnSO4 26,53 40,23
HgCl, 62,24 31,12
AgNOs3 39,80 10,15
DMSO 90,82 90,85
2-ME 89,80 88,49

5.8.5. Avaliacdo da influéncia do pH na estabilidade enzimatica

O efeito do pH foi determinado através da incubacao das enzimas quitinase e
queratinase em diferentes pH, por 16 horas a 4°C. Utilizou-se tampao acetato de sédio
50mM para pH 3,0, 4,0, 5,0 e 6,0 tampao fosfato de potassio 50mM para pH 7,0 e 8,0 e
tampao glicina-NaOH, para pH de 9,0, 10,0 e 11,0 (KIM et al.,, 2003).
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O controle da reacdo recebeu as mesmas condi¢des padroes, a 4°C por 16
horas, porém nao recebeu tampdo, apenas o tampdao no momento da dosagem. Os
resultados de atividade enzimatica apds cada tratamento estdo apresentados na Figura
43.

Foram examinados os valores relativos de pH para a atividade de quitinase e
queratinase. A maior atividade de quitinase foi encontrada em pH 5, apresentando
atividade 2,8 vezes maior que em pH 11, que apresentou maior perda de atividade de
quitinase. Em pH 9, notamos um aumento em relagdo aos valores de pH anteriores e que

representou 75,62% da atividade obtida pelo controle.
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Figura 43: Avaliacdo da influéncia do pH na estabilidade enzimatica de quitinase (M) e queratinase (M).

Ja para a atividade relativa de queratinase, o que apresentou menor perda foi
o pH 5, seguido dos pH 4 e 6, que apresentaram perda de atividade de 13,79 e 14,88%,
respectivamente. A maior perda de atividade aconteceu quando a enzima foi tradada

com tampao glicina-NaOH na faixa de pH 11.
5.9. Avaliacgoes das aplica¢coes das enzimas

5.9.1. Avaliacdo “in vitro” de enzimas quitinoliticas na mortalidade de Pedicullus

humanus capitis

O extrato enzimatico bruto contendo quitinases bem como o “pool” de
fracdes que apresentaram maior atividade especifica apos eluicdo por coluna Sephacryl

S-200 foram avaliados frente ao Pedicullus humanus capitis no estagio adulto e de ninfa.
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Os resultados obtidos no tratamento apontaram a quitinase purificada como a mais
eficiente na morte dos piolhos adultos com uma taxa de 90,9% de mortalidade. O extrato
bruto apresentou uma taxa de mortalidade de 81,8% sendo 9,1% mais eficaz que o
controle positivo (Tabela 13).

A avaliagdo das enzimas quitinoliticas na mortalidade de ninfas de Pedicullus
humanus capitis demonstrou uma semelhanca entre o extrato bruto e o fragao
purificada. Ambas mataram 85,7% das ninfas ap6s tratamento. O controle positivo
apresentou uma taxa de mortalidade de 71,4%, sendo 14,3% menos eficiente. Os

resultados estao demonstrados na Tabela 14.

Tabela 13: Avaliacdo “in vitro” da enzima quitinase na mortalidade de Pedicullus

humanus capitis adultos.

Tratamento Niimero de piolhos Mortalidade (%)
Extrato enzimatico bruto 11 81,8
Fragdo purificada 11 90,9
Deltametrina 11 72,7
Agua destilada 10 20

Tabela 14: Avaliacdo “in vitro” da enzima quitinase na mortalidade de ninfas de

Pedicullus humanus capitis .

Tratamento Nimero de ninfas Mortalidade (%)
Extrato Enzimatico 7 85,7
Fracdo purificada 7 85,7
Deltametrina 7 71,4
Agua destilada 6 16,6

Na Figura 44 esta apresentada uma placa contendo piolhos adultos em

tratamento enzimatico.
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Figura 44: Placa com piolhos em tratamento enzimatico. (SANTOS, 2011)

5.9.2. Avaliacdo “in vitro” da agdo da queratinase na degradacao de calos humanos

Foram avaliadas a a¢ao do extrato bruto contendo enzimas queratinoliticas e
do “pool” de fracdes purificadas ap0s eluicdo por coluna cromatografica Sephacryl-S200.
Como controle positivo foi utilizado um produto comercial composto por acido salicilico
(165 mg/mL) e acido lactico (145,2 mg/mL) e como controle negativo tampao Tris/HCI
50 mM, pH 7,5. Os resultados dos ensaios realizados para a avaliagcdo da degradacao de
pele da planta de pés e também de pele de calos humanos estdo descritos nas Figuras 44
e 45, respectivamente.

Os resultados demonstraram que a fracdo purificada e também o extrato
bruto contendo queratinases foram capazes de degradar a pele da planta dos pés com
maior eficacia do que o medicamento utilizado como controle, apresentando 24,2 e 8,6%
e de diferenca, respectivamente, no tempo de maior degradacdo. Porém o controle
positivo apresentou um tempo de degradacdo maxima de 30 min enquanto que as

amostras levaram 40 min para a maxima degradagao da pele humana.
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Figura 45: Avaliacdo “in vitro” da degradacdo de pele da planta dos pés: Extrato enzimatico bruto (),
fragdo purificada (m), controle positivo (<), controle negativo (O).

Para a avaliacao da degradacdo da pele de calos de pé humanos, a amostra
contendo a fracao purificada apresentou a maior producdo de proteinas entre as demais
amostras avaliadas, alcancando a maxima degrada¢do no tempo de 40 mim. Tanto o
extrato enzimatico bruto quanto o controle positivo apresentaram a mesma degradacgao
maxima no tempo de 40 min, porém a degradacdo pelo extrato enzimético iniciou-se

anteriormente ao controle.
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Figura 46: Avaliacdo “in vitro” da degradacdo de pele de calos de pés: Extrato enzimatico bruto (), fracdo
purificada (=), controle positivo (<), controle negativo (O).
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Na Figura 47 estdo apresentados os tubos contendo pele humana e as

amostras avaliadas nos ensaios.

Figura 47: Avaliagdo “in vitro” da degradacao de pele humana: Controle positivo no tempo inicial (A).
Controle positivo apds 60 min (B). Extrato enzimatico no tempo inicial (C); Extrato enzimatico apds 60
min (D).
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6. Discussao

A primeira decisdo para o desenvolvimento do processo de producao de
enzimas é a selecao da linhagem do micro-organismo. A linhagem deve ser estavel, com
reprodutibilidade nas condi¢des de cultivo e de esporulagao. Deve ser considerado seu
potencial de sintese de toxinas, seu grau de pureza, sua capacidade de crescer em meios
simples e baratos e sua estabilidade genética. Geralmente, o micro-organismo isolado de
uma fonte natural pode produzir a enzima desejada, porém em niveis economicamente
invidveis. O melhoramento genético, tanto através de técnicas de DNA recombinante
quanto através de técnicas de inducao de mutacao por agentes quimicos e fisicos, pode
ser também uma etapa essencial no desenvolvimento do processo (LIMA e MOTA,
2003).

Os fungos sdo utilizados em muitos processos industriais, tais como a
producdo de enzimas, vitaminas, polissacarideos, pigmentos, lipideos e glicolipideos.
Alguns destes sdao produzidos comercialmente, enquanto que outros sao potencialmente
valiosos na biotecnologia. Metabdlicos fungicos secundarios sdao extremamente
importantes para nossa saude e nutricao e tem um grande impacto econémico (ADRIO e
DEMAIN, 2003).

O fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae possui um sistema de
producdo de quitinase que tem importante papel na sua patogenicidade e que pode
variar entre diferentes linhagens (LEEMON e JONSSON, 2008). Nesse trabalho varias
linhagens de M. anisopliae foram avaliadas quanto a capacidade de producao de
quitinase. Os resultados apontaram para a linhagem CG374 como sendo a melhor
produtora, com uma producdo de 0,158 U/mg de proteina quando a fermentagdo
ocorreu em frascos Erlenmeyer, seguida da linhagem 0.C. que produziu 0,099 U/mg de
proteina nas mesmas condi¢des. Lubeck e colaboradores (2008) avaliaram varias
linhagens de M. anisopliae quanto a producdo de quitinase e obtiveram as maiores
produgdes com as linhagens CG343 e CG30. Essas linhagens também foram avaliadas em
nosso trabalho e apresentaram uma producao de quitinase pouco expressiva.
Metarhizium é encontrado amplamente na natureza, nos rizomas de plantas, em
cadaveres de artropodes como saprofitas e parasita de uma ampla variedade de insetos.

Schrank e Vainstein (2010) observaram que a linhagem CG374 foi identificada
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anteriormente como M. anisopliae ATCC 26471, e ndo como M. anisopliae var. anisopliae
como as demais linhagens que foram avaliadas nesse trabalho. As queratinases sao um
grupo de enzimas proteoliticas capazes de hidrolisar queratinas insoliveis mais
eficientemente do que outras proteases. Elas sdo produzidas por alguns insetos e
principalmente por micro-organismos. Os mais estudados sdo os dermatoéfitos com os
géneros Microsporum e Trichophyton, bem como bactérias dos géneros Bacillus e
Streptomyces. Além desses, existem diversos relatos sobre a producao de queratinases a
partir de fungos ndo dermatofito (GRADISAR et al, 2005). Foram avaliadas neste
trabalho quanto a producdo de queratinase duas linhagens de fungos (Aspergillus niger e
Aspergillus oryzae) e uma de bactéria (Streptomyces sp.). A maior producdo foi obtida
pelo A. oryzae seguido pelo Streptomyces sp. com produg¢do de 1,07 e 0,89 U/mg de
proteina, respectivamente, quando a fermentacao ocorreu em frascos Erlenmeyer. Farag
e Hassan (2004) produziram queratinase em fermenta¢des com A. oryzae e obtiveram
resultados semelhantes a produzida por Streptomyces thermoviolaceus.

Varios fatores sdo determinantes para a producdo de enzimas, dentre os
quais, o meio de cultura. Além dos nutrientes necessarios para o crescimento e
manuten¢do do micro-organismo, se faz necessaria a presenca de indutores enzimaticos
na formulacdo do meio. Existem indmeras formulacdes de meio de cultura visando a
producdo de quitinase apresentados na literatura. A grande maioria dos trabalhos utiliza
a quitina coloidal como indutor enzimatico (KIM et al, 2003; LEE et al,, 2009; CHEN et
al,, 2010; LI et al, 2010). Em nosso trabalho, a maior producao de quitinase foi obtida
em fermentagdes utilizando apenas quitina coloidal como fonte de carbono na
concentracao de 1%. Barreto e colaboradores (2004) produziram quitinase de M.
anisopliae utilizando meios contendo quitina coloidal e glicose em diferentes
concentragoes. A producdo de quitinase foi maior em meios contendo apenas quitina
coloidal na concentragao de 0,8% do que quando adicionado de glicose a 1%. A presen¢a
da glicose no meio de cultura inibiu a producao de quitinase em ambos os trabalhos.
Quando avaliada a concentracdo de quitina coloidal no meio de cultura, os resultados
apontaram para a concentragdao de 1 a 2% (m/v) que foram semelhantes aos
encontrados por Sandhya e colaboradores (2004).

Foram avaliados também diferentes tipos de quitinas e o que apresentou

maior producdo de quitinase foi a quitina coloidal seca, seguida da quitina coloidal
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umida e da quitina grau pratico Sigma®. O p6 obtido da trituracdo de exoesqueletos de
insetos mostrou o menor nivel de producdo de quitinase, ficando a frente apenas da
fibra de crustaceo DEG® que nado induziu a producdo. Varios trabalhos utilizaram quitina
coloidal produzida a partir de quitina grau pratico (KANG et al, 1999; DHAR e KAUR,
2009; WASLI et al., 2009).

Para a producdo de queratinase, as formulagdes dos meios de cultura, além
dos nutrientes basicos para o crescimento do micro-organismo, apresentam uma série
de indutores de queratinase: farinha de penas (CORREA et al,, 2010), queratina em pé
(ALLPRESS et al.,, 2002), pele humana (CHAO et al., 2007), extrato corneo de unha de
porco (FRIEDRICH e KERN, 2003), etc. Nesse trabalho foi utilizada pele humana
proveniente da raspagem da planta dos pés, previamente tratada. A avaliacdo dos meios
de cultura indicou que o meio proposto por Gradisar e colaboradores (2000) foi o com
maior producdo de queratinase. Farag e Hassan (2004) utilizando A. oryzae e meio de
cultura contendo penas de frango como fonte de carbono e nitrogénio obtiveram
atividade especifica 2 vezes maior utilizando o dobro da concentragao do substrato.

A metodologia de quantificacdo da atividade de quitinase é baseada na
determinacdo de N-acetilglicosamina, agicar redutor liberado pela hidrélise da quitina,
através de ensaios colorimétricos. A reacao de hidrélise da quitinase esta descrita na
literatura de diferentes maneiras e por isso foi necessario avaliar os parametros da
reacdo. Nahar e colaboradores (2004) utilizaram 0,7% de substrato e reagdo aconteceu a
50°C por 30 minutos. Ja Kim e colaboradores (2003) utilizaram 10% de substrato, a
30°C por 60 minutos. Lee, e colaboradores (2009) utilizaram 1% de substrato e a reagao
aconteceu a 40°C por 30 min. Baseados nesses trabalhos, os parametros concentracao de
substrato, temperatura e tempo de reacdo foram avaliados. Apdés os ensaios, 0s
parametros da reacdo de hidrélise da quitinase foram padronizados em: 1% da
concentracdo de substrato, 37°C a temperatura da reagdo e 30 minutos o tempo de
incubacado. Esses parametros foram utilizados para todas as quantificagcdes de atividade
de quitinase do trabalho.

Outra dificuldade encontrada na quantificacdo da atividade de quitinase foi o
preparo da quitina coloidal, substrato utilizado na reacdo de hidroélise. A literatura
apresenta diversos trabalhos que relatam a preparacdo por diferentes métodos (KANG

et al, 1999; FLEURI, 2006). A metodologia descrita para a preparacdo de quitina coloidal
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utilizada neste trabalho foi resultado de adaptacdes das metodologias descritas na
literatura.

O tempo de incubacao tem um papel importante na producao de enzimas por
estar relacionado com o metabolismo do micro-organismo utilizado. No ensaio realizado
para a determinacdo do tempo de fermentacdo para produc¢do de quitinase o resultado
foi 1,2 vezes maior que apo6s 96 horas e 1,7 vezes maior que apds 48 horas. Dahiya e
colaboradores (2006) observaram que a producao de quitinase aumentou 4,8 vezes num
intervalo de 72h. Barreto e colaboradores (2004) utilizando M. anisopliae para produc¢ao
de quitinase obtiveram producdo maxima apos 144h de fermentacdo. Em nosso
trabalho, a producdao maxima foi obtida 24h antes. Para a enzima queratinase, a
produgdo aumentou 5,3 vezes em 72h e teve sua producdo maxima apdés 120h de
incubacdo. O mesmo resultado foi obtido por Farag e Hassan (2004).

Outro importante parametro para cultivo fangico, visando a produgao
enzimatica, é a temperatura. Quando este parametro foi avaliado para a producao de
quitinase, a maior produc¢do enzimatica foi obtida na temperatura de 28°C. Fleuri e Sato
(2008) avaliaram os efeitos da temperatura na producdo de quitinase, e obtiveram um
aumento na produc¢dao quando utilizadas temperaturas menores que 30°C. Quando
utilizaram a temperatura de 28°C na fermentacdo Barreto e colaboradores (2004)
obtiveram as maiores producbes de quitinase. Das temperaturas avaliadas para a
producao de queratinase, 28 e 30°C apresentaram as maiores producdes nao havendo
diferenca estatistica entre si. Além disso, varios autores utilizaram temperaturas entre
28 e 30°C para a producao de queratinases sem demonstrar grandes variacoes
(GRADISAR et al., 2000; FARAG e HASSAN, 2004; XIE et al., 2010).

O uso do biorreator para a producdo de enzimas possui uma série de
vantagens quando comparado a fermentagdo em frascos Erlenmeyer. Neste trabalho as
produgoes de quitinases e queratinases em biorreator foram 83 e 154% maiores que em
frascos Erlenmeyer, respectivamente. A principal diferen¢a entre a producao de enzimas
em biorreator e em frasco Erlenmeyer é o controle de varios parametros que
influenciam diretamente a producdo, como pH do meio, temperatura, taxa de aeragdo e
agitacdo. Inumeros trabalhos referentes a producao de enzimas quitinoliticas e
queratinoliticas utilizam frascos Erlenmeyer, porém, um ndmero bem menor utiliza o

biorreator para o mesmo fim. Isso ocorre, dentre os fatores, devido a dificuldade de
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producdo em condi¢des de esterilidade, o ajuste dos parametros de produgdo e o alto
custo do equipamento. Porém, quando existe objetivo de escalonamento de producdo, o
uso do biorreator é indispensavel.

Qualquer processo fermentativo é predominantemente influenciado pelo pH,
aeracdo e agitacao. A otimizacao desses parametros é uma das maiores dificuldades para
se aperfeicoar o processo (FELSE e PANDA, 1999). O principal fator que diferencia a
fermentacdo em frascos Erlenmeyer e em biorreatores é o controle desses varios
parametros que influenciam diretamente a producao.

Na determinacdo do pH para a producgao de quitinases, a maior foi obtida em
pH 7,0. Ahamadi e colaboradores (2008) apresentaram maiores producdes de quitinase
em pH basico, sendo o pH 8 6timo para a producdo por Aeromonas sp, neste caso, o
micro-organismo utilizado é sensivel em pH acido e a producao entre pH 6 e 10 foram
60 a 80% maiores que em acido. Ribeiro (2006) utilizou meio de cultura com pH 6,5
para producao de quitinase por M. anisopliae. Quando avaliado para producdo de
queratinases, os resultados apontaram para os valores 5 e 6 com maiores resultados,
ndo havendo diferenga estatistica entre eles. Quando utilizaram A. oryzae visando
producdo de queratinase, Farag e Hassan (2004) utilizaram meio de cultura com pH 6
para as fermentacoes.

Entre as velocidades de agitacao avaliadas para a producdo de quitinase o
maior resultado foi obtido em 200 rpm, sendo 1,26 vezes maior que a de 300 rpm. Abd-
Aziz e colaboradores (2008) utilizando o fungo Trichoderma virens UKM1 observaram
que a velocidade de agitacao de 200 rpm foi mais eficiente na producao de quitinase e
que a mesma caiu consideravelmente quando a velocidade foi elevada para 240 rpm.
Para a produgdo de queratinase também foram avaliadas as velocidades de 200 e 300
rpm, onde a velocidade de 200 rpm apresentou maior resultado que foi 1,23 vezes acima
da obtida em 300 rpm. Ndo foram encontrados relatos de produgdo de queratinases por
A. oryzae utilizando biorreatores. De Azeredo e colaboradores (2004) produziram
proteases termofilas de Streptomyces sp. em biorreator de 5L com agitacao de 200 rpm
de velocidade obtendo boa producao.

Nesse trabalho, observou-se que, na fermentacao onde a taxa de aeracao foi
de 0,5 vvm, a producdo de quitinase foi estatisticamente nula e a maior producio foi

obtida a uma taxa de aeracdo de 1,5 vvm. Quando comparados a literatura, os resultados
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se apresentam entre a média encontrada, como em Abd-Aziz e colaboradores (2008)
onde a produ¢do maxima de quitinase foi obtida a 0,33 vvm de taxa de aeracdo e Kao e
colaboradores (2007) que obtiveram utilizaram 3 vvm para producdo de quitinase. Para
a producdo de queratinase a maior producao foi obtida em 1,5 vvm que foi 14,2% maior
que a 2,5 vvm. Na literatura ndo foram encontrados relatos da produc¢do de queratinase
por A. oryzae em biorreator, porém Bernal e colaboradores (2006) produziram
queratinase utilizando Kocuria résea em biorreator a 1,8 vvm. Os resultados obtidos em
nosso trabalho constituem o primeiro relato da determinacdo dos parametros de
producdo em biorreator de quitinases e queratinases pelos fungos M. anisopliae CG374 e
A. oryzae, respectivamente.

Nos processos de cultivo microbiano, particularmente em culturas de alta
densidade celular, a produtividade é muitas vezes limitada pelo transporte de um
determinado substrato, como por exemplo o oxigénio. Taxa de transferéncia de oxigénio
(OTR) depende das propriedades fisicas do liquido, temperatura, pressdo, composi¢cao
da solugdo, agitacdo, da tensdo superficial do gas e da configuracdo do biorreator
(PUTHLI et al, 2006). OTR de um sistema é uma fun¢do do coeficiente volumétrico de
transferéncia de massa, KLa, e a solubilidade do oxigénio no meio. Para um determinado
biorreator, é possivel aumentar o KLa, consequentemente a OTR, usando altas taxas de
aeracdo e agitacdo. No entanto, isso causa um elevado consumo de energia, aumentando
significativamente o custo de operacao (GOMES et al., 2007). O aumento da pressao de
ar no interior do biorreator resulta no aumento da OTR e, consequentemente, o oxigénio
disponivel no meio de cultura (BELO, 2000).

Baseado nesses principios foram realizadas fermentagdes com diferentes
pressdes visando o aumento na producdao de quitinase. Os resultados apontaram
aumento significativo da producao de quitinase nas pressdes superiores a 2 bar. O
aumento da pressao total de ar influencia a produg¢do enzimatica como demonstrado por
Lopes e colaboradores quando observaram que um aumento da OTR pelo aumento da
pressdo de ar até 8 bar resultou no aumento da producdo de lipase por Y. lipolitica,
quando comparado com fermentacdes em pressdo atmosférica (LOPES et al., 2008).
Neste trabalho, o aumento da producdo de quitinase a 3 bar foi de 13,73% foi obtido
quando comparado com experimentos a pressdo de a 1 bar. A produtividade de

quitinase, que foi obtida pela razdo entre a atividade e o tempo de producao,



Discussao |99

demonstraram que as maiores produtividades foram obtida nas fermentacdes ocorridas
a4 e b5 bar, 23,12% e 20,31% , respectivamente. Esses dados demonstram que a
producao de quitinase teve inicio em menor tempo de fermentacao, como os resultados
obtidos por Chen e colaboradores (1999), que utilizaram Acinetobacter radioresistens
para producdo de lipase, na qual demonstram que o incremento da pressao resulta no
aumento do rendimento da enzima e na reducdo do tempo de fermentacdo. Esses
resultados sdo os primeiros relatos da producdo de quitinase por M. anisopliae em
pressoes elevadas.

Apo6s a fermentacdo em biorreator, os extratos brutos foram submetidos a
precipitacdo de proteinas com sulfato de amoénio e apoés foram aplicados em coluna
cromatografica de exclusdo molecular - Sephacryl S-200 a fim de se obter fracdes
purificadas para posteriores avaliagbes. A fracdo purificada com maior atividade
quitinolitica, apds ser aplicada em gel de eletroforese SDS-PAGE 12% apresentou duas
bandas mais fortes em 28 e 80 kDa e outra de menor intensidade em 24 kDa. Dhar e
Kaur (2009) obtiveram quitinases de isolados de M. anisoplaie com massa molar 24, 66 e
80 kDa diferentemente de St. Leger e colaboradores (1996) que haviam identificado
quitinases de massa molar 43,5 e 45 kDa originarias do mesmo fungo. A quitinase de
Cellulomonas flavigena NTOU foi concentrada e purificada por Chen e colaboradores
(1997) e as massas molares da quitinase estimada por filtragdo em SDS-PAGE foram
respectivamente; 34,2 kDa e 32,5 kDa. Narayana e Vijayalakshmi (2009) purificaram
uma quitinase produzida por Streptomyces sp. ANU 6277 em fermentacao submersa que
apresentou massa molar de 45 kDa ap6s SDS-PAGE. A quitinase de Bacillus sp. 13.26
purificada apresentou massa molar de 60 kDa em SDS-PAGE.

Em nosso trabalho, a purificagdo do extrato bruto com atividade
queratinolitica apds gel SDS-PAGE 12% apresentou duas bandas com massa molar de 40
e 50 kDa. Quando utilizaram A. oryzae em fermentacdo submersa, Farag e Hassan
(2004) obtiveram uma queratinase monomérica com massa molar de 60 kDa. Uma
queratinase de massa molar 33 kDa foi purificada por Gradisar e colaboradores (2000)
ap6s fermentacdo utilizando Doratomyces microsporus. Balaji e colaboradores (2008)
realizaram fermentacdo com Bacillus subtilis MTCC (9102) e obtiveram uma fragdo

purificada que apresentou massa molar de 64 e 69 kDa.
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Quando a estabilidade térmica da fracdo purificada contendo quitinase foi
avaliada, os resultados mostraram que a enzima manteve-se relativamente estavel até
40°C por 30 min com perda de 14% e ap6s 60 min a atividade relativa foi de 50%. No
trabalho de Kim e colaboradores (2003) quitinase de Streptomyces sp M20 apresentou
60% de atividade relativa apds 1h de tratamento a 40°C. Para a queratinase, nas
temperaturas avaliadas, a 40°C a perda de atividade foi de 20% e a 50°C, de 35% apds
1h de tratamento. No trabalho de Farag e Hassan (2004), a queratinase apresentou
perda de 15% na atividade a 50°C ap6s 1h de exposicdo.

A avaliagdo da atividade enzimatica frente a ions sdo importantes para o uso
de preparagdes enzimadticas, pois podem influenciar diretamente na a¢do esperada. O
efeito da inibicao de fons e sais sobre a atividade enzimatica da quitinase mostrou que o
cobre possui um grande efeito de inibicao (93,88%) enquanto que o mercurio 37,76%.
Kim e colaboradores (2003) avaliaram quitinase de Streptomyces sp. com diversos ions,
obtiveram inibi¢cdo total frente ao ion mercurio e de 35% frente ao fon prata. Para a
queratinase a avaliacdo da atividade frente a fons e outras substancias mostrou que o
fon prata apresentou maior efeito inibitorio de 89,85%, seguido do ion cobre que inibiu
89,67%. Quando Farag e Hassan (2004) avaliaram a influéncia de ifons e outras
substancias na atividade de queratinase de A. oryzae, obtiveram efeito inibitério de
70,9% com o ion cobre.

A estabilidade enzimatica em diferentes solu¢des de pH variados foi avaliada
e os resultados obtidos foram importantes, uma vez que o pH ideal da solug¢do tampao
promove, possivelmente, maior solubilizacdo do substrato e condi¢cdo de forga i6nica
adequada para melhor rearranjo do sitio catalitico da enzima. Nos ensaios com quitinase
a maior atividade relativa foi obtida no pH 5 com decréscimo até o pH 9. Dependendo do
tipo de substrato presente no meio de cultura ou no ensaio enzimatico, quitinases
produzidas por fungos entomopatogénicos foram ativas em pH 5,0 e em pH alcalino
(NAHAR et al, 2004). Desta forma esses resultados sugerem a produgdo de diferentes
formas de quitinases extracelulares pelo fungo M. anisopliae CG374. Para queratinase as
maiores atividades relativas foram encontradas na faixa de pH de 4 a 6 diferentemente
de Farag e Hassan (2004) que, avaliando queratinase de A. oryzae, obtiveram a maior
recuperacao na faixa de pH ente 7 e 8. Balaji e colaboradores (2008) com queratinase

obtida de Bacillus subtilis, obtiveram maior recuperacdo enzimatica nos pH entre 4 e 6.
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Espécimes de Pedicullus capitis humanus em diferentes estagios, obtidos de
criancas na idade entre 6 e 10 anos, foram avaliados “in vitro” frente ao extrato bruto
contendo quitinase, a fragdes de quitinases purificadas e ao medicamento composto por
deltametrina na concentracao indicada pelo fabricante. A mortalidade dos piolhos no
estagio adulto foi maior quando utilizado quitinases purificadas, 90,9%, seguida do
extrato bruto que apresentou 81,8% de mortalidade. Na avaliacdo frente piolhos no
estagio de ninfas a mortalidade ocasionada pela quitinase purificada foi semelhante ao
extrato bruto com 85,7% de mortes.

As enzimas quitinoliticas desempenham papel fundamental da degradacao da
cuticula de insetos quando estdo sendo invadidos por fungos entomopatogénicos, como
0o M. anisopliae (ST. LEGER et al, 1996). Uma vez que a cuticula se rompe, 6rgdos e
sistemas internos ficam expostos, como o corddo nervoso central e sistemas musculares
e respiratérios (RUPPERT et al, 2005). Varios produtos utilizados no tratamento da
pediculose tém perdido a eficacia devido ao aumento da resisténcia dos piolhos como,
por exemplo, a permetrina e aletrina. Outros compostos, como o lindane, foram
redesenhados ou banidos devido a alta toxicidade. Recentemente produtos a base de
dimeticones ou ciclo-meticones estio sendo desenvolvidos, porém sdo altamente
inflamaveis (TEBRUEGGE et al, 2011). A utilizacdo de enzimas no tratamento da
pediculose, associado ou nao a outros medicamentos, pode ser uma alternativa para o
desenvolvimento de novos produtos para o combate ao piolho.

Em nosso trabalho foi avaliada a capacidade de degradagao de pele humana
em estado normal, obtida da raspagem da planta dos pés, e em pele humana com
acumulo de queratina, obtido de calos dos pés, por extrato bruto contendo queratinase,
por fracdes purificadas e também por um medicamento composto por acido salicilico e
acido lactico. Os resultados frente a pele humana em estado normal mostraram que a
maior quantidade de proteina liberada pela degradacdo da pele foi obtida com o
tratamento das fragdes purificadas apos 40 min. A capacidade de degradacdo do extrato
enzimatico bruto foi ligeiramente superior ao do medicamento, porém este alcangou seu
ponto maximo em menor tempo. Na degradacdo da pele com acimulo de queratina, as
fracoes purificadas juntamente com o medicamento apresentaram maior capacidade
degradativa apés 40 min enquanto que o extrato enzimatico obteve maior degradagao

decorridos 30 min. Chao e colaboradores (2007) avaliaram a capacidade da queratinase
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em degradar pele humana obtida da planta dos pés e observaram que um extrato
contendo queratinase de Streptomyces sp. apresentou melhores resultados que
proteinase K e tripsina, enzimas degradadoras de proteinas. Friedrich e colaboradores
(2003) analisando a agdo da queratinase em epiderme de porco observaram através de
avaliacoes histolégicas da pele que primeiramente a enzima atacou as proteinas mais
facilmente degradaveis que estdo localizadas entre o estrato cérneo e o restante da
epiderme. Apoés, o efeito da queratinase foi estendido para as camadas epidérmicas
abaixo do extrato crneo e também para a bainha exterior do pelo.

Nosso trabalho permite concluir que a utilizacdo de enzimas como produtos a
serem aplicados em distintas situacdes terapéuticas tem aspecto muito promissor. Os
estudos de aplicagdes das enzimas quitinoliticas e queratinoliticas no tratamento da
pediculose e de calos humanos, respectivamente, realizados neste trabalho servem de
base para novos trabalhos voltados para a pesquisa e o desenvolvimento de fArmacos

baseados no tratamento enzimatico dessas doengas.
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7. Conclusoes

Com base nos resultados apresentados, podemos concluir que:

Dentre os micro-organismos avaliados, os que apresentaram maior potencial
para a producao de quitinases e queratinases foram os fungos Metarhizium anisopliae
CG374 e Aspergillus oryzae, respectivamente.

As condic¢des ideais de cultivo para a producao de enzimas quitinoliticas em
biorreator por M. anisopliae CG374 foram 28°C, pH 7, agitacdo de 200 rpm, taxa de
aeracdo de 1,5 vvm e tempo de cultivo de 120 horas. Para producdo de enzimas
queratinoliticas em biorreator pelo fungo A. oryzae, as condi¢oes ideais de cultivo foram
28°C, pH 6, taxa de aeracdo de 1,5 vvim, agitacao de 200 rpm e tempo de cultivo de 120
horas.

A producado das quitinases e queratinases em biorreator foi 83 e 154% maior
do que em frascos Erlenmeyer, respectivamente.

A recuperacao e purificacdo da quitinase demonstraram um rendimento final
de 5,12 vezes e quando aplicado em SDS-PAGE apresentou bandas de massas molares 28
e 80 kDa. A enzima foi mais estavel a 40°C por 60 minutos e pH 5.

A enzima queratinase quando purificada apresentou rendimento de 4,52
vezes e ap0s SDS-PAGE duas bandas foram identificadas com massas molares 40 e 50
kDa. A estabilidade da queratinase foi de 40°C por 60 minutos e pH 5.

A quitinase, quando produzida em biorreator hiperbarico a uma pressao de 5
bar, apresentou um aumento de 21,3 % na produtividade em relagdo a produ¢do em
biorreator convencional (1 bar).

A avaliagdo de quitinases frente a piolhos humanos apontou para a eficacia
da enzima quando comparadas com produto comercial. A taxa de mortalidade dos
piolhos quando utilizado enzimas, foi 9,1% maior que quando deltametrina foi utilizada.

A avaliacdo da acdo de enzimas queratinoliticas na degradacdo de calos
humanos demonstraram resultados relevantes quando comparados com produto
disponivel no mercado. A degradacdo maxima da queratina foi alcancada em menor

tempo quando utilizado a queratinase.
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Anexos

Anexo I - Parecer e Termo de Consentimento para avaliacao da quitinase

AV
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

i
UNEeS ™ wuuo e mesaumariior !
Campus de Araraguara :

. o

Protocolo CEP/FCF/CAr n® 09/2008

Interessado: EMERSON DOS SANTOS

Orientadora: Profa. Dra. ROSEMEIRE CRISTINA R. L. PIETRO
Projeto: Producgéo e aplicagdes de enzimas quitinoliticas

Parecer n° 06/2011 — Comité de Etica em Pesquisa

O projeto de pesquisa “Produgdo e aplicacfes de enzimas
quitinoliticas”, encontra-se adequado em conformidade com as orientacées
constantes da Resolugao 196/96 do Conselho Nacional de Saude/MS.

Por essa razao, o Comité de Etica em Pesquisa desia
Faculdade, considerou o referido projeto estruturado dentro de padroes
eticos manifestando-se FAVORAVELMENTE a sua execucao.

O relatério final do projeto de pesquisa devera ser entregue
em julho de 2011 no gual devera constar o Termo de Consentimento Livre

Esclarecido dos sujeitos da pesquisa.

Araraquara, 04 de marco de 2011,

) b
— e 7

/
Prof. Dr. HENRIQUE FERREIRA
Coordenador do CEP
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

, RG , Estado Civil
Idade __ anos,
Residente na , N2
Bairro , Cidade , Telefone

Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos:

O trabalho tem por finalidade desenvolver um produto para matar piolhos;

Se for da sua vontade, meu filho (a) doara para a realizacao dessa pesquisa, o(s)
seguinte(s) material (ais) bioldgico(s): piolhos e léndeas que serdo utilizados
exclusivamente para essa pesquisa, ndo podendo ser reutilizado em pesquisa
posterior;

A catagdo dos piolhos sera feita por mim em minha residéncia seguindo as
orientagdes contidas no folheto informativo;

Ao participar dessa pesquisa meu filho (a) sofrera o desconforto da catacido de
piolhos com o uso de pente-fino;

Os procedimentos aos qual meu filho (a) serd submetido nao provocardo danos
fisicos ou financeiros e por isso ndo havera a necessidade de ser indenizado por
parte da equipe responsavel por esse trabalho ou da Institui¢ao (FCF/UNESP);

O meu nome e o do meu filho (a) serdo mantidos em sigilo, assegurando assim a
nossa privacidade e se desejar, serei informado pelo pesquisador sobre os
resultados dessa pesquisa;

Estou ciente de que o material a ser doado sera utilizado exclusivamente nesta
pesquisa, ndo podendo ser armazenado para uso posterior sem o0 meu
consentimento;

Poderei deixar de participar e retirar meu consentimento a qualquer momento da
realizacdo dessa pesquisa, sem nenhum prejuizo ou penalizacdo (isto é, sem
interrup¢do do meu tratamento, quando for o caso);

Qualquer duvida ou solicitagdo de esclarecimentos podera entrar em contato com
Emerson (16) 3301-6965 ou no Laboratério de Biotecnologia Farmacéutica na

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP, Campus, Araraquara.
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10. Para notificacdo de qualquer situacao, relacionada com a ética, que ndo puder ser
resolvida pelos pesquisadores deverei entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da
UNESP, pelo telefone (016) 3301-6897.

“Diante dos esclarecimentos prestados, autorizo meu filho

(a) ,nascidoaos _/___/ , a participar, se for

da sua vontade, como voluntaria(o) do estudo Produgao e Aplicagao de Enzimas

Quitinolilicas.”

Araraquara, __de de 20___

Assinatura do Voluntario

Assinatura do Pesquisador
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Anexo II - Parecer e Termo de Consentimento para avaliacao da queratinase

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA @

- L]
u nesp 4ULIO DE MESQUITA FILHO" |U i
Protocolo CEP/FCFI/CAr n® 08/2008
Interessado: EMERSON DOS SANTOS
Orientador:  Profa. Dra. Rosemeire Cristina R. L. Pietro
Projeto: Produgéo e aplicagio de enzimas queratinoliticas

Parecer n° 30/2010 —~ Comité de Etica em Pesquisa

O projeto de pesquisa “Produgio e aplicagio de enzimas
queratinoliticas”, encontra-se adequado em conformidade com as

orientages constantes da Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de
Sal(de/MS.
Por essa razio, o Comité de Efica em Pesquisa desta
Faculdade, considerou o referido projeto estruturado dentro de padrdes
éticos manifestando-se FAVORAVELMENTE 4 sua execugao.
O relatorio final do projeto de pesquisa devera ser entregue em
janeiro de 2012 no qual devera constar o Termo de Consentimento Livre

Esclarecido dos sujeitos da pesquisa.

Araraquara, 31 de agosto de 2010.

7 P e P i
-7 =
< Prof. DE-ALRE DEMONTE

Coordenadora do GEP
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu , RG , Estado Civil
Idade ___ anos,

Residente na , N2

Bairro , Cidade , Telefone

Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos:

11. O trabalho tem por finalidade estudar uma substancia que podera ser utilizada para
o tratamento de calos;

12. Ao participar desse trabalho estarei contribuindo para a pesquisa dessa substancia.

13. Doarei para a realizacdo dessa pesquisa, o(s) seguinte(s) material (ais) biologico(s):
epiderme de raspagem da planta (sola) dos pés, que serd obtida na raspagem
efetuada pela pedicura e que sera utilizado exclusivamente para essa pesquisa, ndo
podendo ser reutilizado em pesquisa posterior;

14. A minha participacdo como voluntario tera a duracao de 30 minutos;

15. Ao participar dessa pesquisa ndo sofrerei nenhum desconforto a mais do que
habitualmente sofro durante o tratamento dos pés pela pedicura;

16. Declaro que ndo estou fazendo uso de nenhum produto para tratamento de calos
(acido salicilico, acido acético, resorcina ou outros);

17.Nao terei nenhuma despesa ao participar desse estudo;

18. Os procedimentos aos quais serei submetido nao provocardo danos fisicos ou
financeiros e por isso nao havera a necessidade de ser indenizado por parte da
equipe responsavel por esse trabalho ou da Instituicdo (FCF/UNESP);

19. Meu nome serda mantido em sigilo, assegurando assim a minha privacidade e se
desejar, serei informado pelo pesquisador sobre os resultados dessa pesquisa;

20. Foi-me assegurado que o material a ser doado sera utilizado exclusivamente nesta
pesquisa, ndo podendo ser armazenado para uso posterior sem o0 meu
consentimento;

21.Poderei me recusar a participar ou mesmo retirar meu consentimento a qualquer
momento da realizagdo dessa pesquisa, sem nenhum prejuizo ou penalizagao.

22.Qualquer duvida ou solicitacdo de esclarecimentos poderd entrar em contato com
Emerson ou Natalia ou Carolina pelo telefone (0xx16) 3301-6965 ou no Laboratério
de Biotecnologia Farmacéutica na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP,

Campus, Araraquara;
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23.Para notificacao de qualquer situacao, relacionada com a ética, que nao puder ser
resolvida pelos pesquisadores deverei entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da
UNESP, pelo telefone (0XX16) 3301-6897.

Diante dos esclarecimentos prestados, concordo em participar, como

voluntaria (0), do estudo “Producao e aplicacao de Enzimas Queratinoliticas”.

Araraquara, __de de 20__.

Assinatura do Voluntario

Assinatura do Pesquisador
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