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“There is grandeur in is view of lfe,

with its several powers, having been

orgginally breathed into a few forms or
into one; and that, whnilst this planet fias
gone cycling on according to the fixed
law of gravity, [from so simple a
veginning endless forms most beauliful
and most wonderful have been, and are

veing, evolved.”

Charles Darwin, The Origin of Species.
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RESUMO

Na Peninsula Antartica, uma grande concentracdo de aves nidifica
anualmente; ainda assim, ndo é observado o acumulo de penas no ambiente,
sugerindo a acdo da microbiota local. As queratinases sdo o grupo de enzimas
capazes de degradar a queratina, identificadas majoritariamente em micro-
organismos meso e termofilicos. O objetivo deste trabalho foi a identificacdo de
bactérias queratinoliticas psicrofilicas ou psicrotolerantes, como uma nova alternativa
para 0 uso de queratinases em processos industriais. Amostras de penas foram
coletadas em pinguineiras na ilha Rei George, Antartida, o material semeado em meio
agar farinha de penas (AFP, 10 g L™ e incubado entre 4 e 30 °C. Seis isolados
bacterianos capazes de crescer em AFP foram selecionados e inoculados em meio
agar leite, sendo que trés deles formaram halos de protedlise entre 9 e 30 °C,
preferencialmente em pH 9,0. Seu DNA foi extraido e o gene do rRNA 16S
amplificado e sequenciado. Os isolados proteoliticos foram identificados como
Lysobacter concretionis (A03), Arthrobacter sp. (A08) e Chryseobacterium sp. (A17U).
O sobrenadante de cultivo das trés bactérias foi caracterizado ao longo de 7 dias de
incubac&o em meio caldo farinha de penas (CFP, 10 g L™), entre 20 °C e 40 °C sendo
que todas apresentaram crescimento e producdo enzimatica 6timos a 20 °C, entre o
3° e 0 4° dia. De acordo com os zimogramas, a linhagem AO08 foi produtora de uma
Unica protease, A17U de trés e AO3 de nove enzimas. Esta Ultima se destacou por ser
capaz de degradar o substrato farinha de penas quase completamente em 7 dias de
cultivo e por tolerar concentracdes relativamente altas de NaCl sendo, por isso,
selecionada para a analise filogenética, na qual isolado foi identificado como
Lysobacter concretionis, com um valor de bootstrap de 100%, e para a purificacao por
cromatografia de filtracdo em gel, Sistema Aquoso Bifasico (SAB) e Particdo em Trés
Fases (TPP). O melhor resultado foi obtido na TPP, com a recuperacdo de 82% da
atividade enzimatica e um fator de purificacdo de 3,59 vezes, sendo possivel a
deteccdo de cinco bandas, de aproximadamente 70, 65, 50, 40 e 30 kDa no gel
SDS-PAGE. Este € o primeiro trabalho que reporta uma grande capacidade
queratinolitica pela linhagem psicrotolerante Lysobacter concretionis A03, sendo o
seu emprego biotecnoldgico e industrial compativel com a reducdo de gastos

energéticos para a degradacao de residuos queratinosos.



ABSTRACT

In the Antarctic Peninsula, high concentrations of birds nest every year;
nevertheless, their feathers do not accumulate in the environment, suggesting the
action of the local microbiota. Keratinases are the enzymes able to degrade keratin,
identified mainly in thermophilic and mesophilic micro-organisms. The aim of this work
was the identification of psychrophilic or psychrotolerant feather degrading bacteria, in
order to reduce the energy consumption for the industrial application of keratinases.
Penguin feathers samples were collected in King George Island, Antarctic, the
material was spread in feather meal agar plates (FMA 1%) and incubated at 4 — 30 °C.
Six isolates capable of growing on FMA were selected and incubated in skimmed milk
agar; of these, three formed clear zones indicative of proteolytic activity, between 9
and 30°C, preferable at pH 9.0. Total DNA of isolates was extracted and the rRNA 16S
gene was amplified and sequenced. Proteolytic isolates were identified as Lysobacter
concretionis (A03), Arthrobacter sp. (A0O8) and Chryseobacterium sp. (A17U). The
crude extract of the three bacteria was characterized along 7 days of cultivation at 20
to 40°C on feather meal broth (FMB, 1%). All bacterial strains showed medium
alkalinization, optimum growing and enzymatic production at 20 °C, between third and
fourth days, in despite of its optimal enzymatic activity on azocasein and azokeratin
have been determined between 35 and 40°C. According to zymography, strain AO8
produced only one protease, A17U three and AO3 nine proteolytic enzymes, this later
standing out due to their high feather meal degradation in 7 days of cultivation and by
their tolerance to high salt concentrations, being, therefore, selected for Phylogenetic
analysis, purification methods of gel filtration chromatography, aqueous two-phase
partition (ATP) and three-phase partition (TPP). The isolate was identified by
phylogeny as Lysobacter concretionis, with a bootstrap value of 100%. The best
results in purification were achieved by TPP, despite has not been possible the
isolation of a single protein, with recovery of 82% of enzymatic activity and a
purification factor of 3.59. The SDS-PAGE showed the presence of five bands of
approximately 70, 65, 50, 40 and 30 kDa. This is the first report of great keratinolytic
ability by the psychrotolerant strain of Lysobacter concretionis A03, thus, its industrial
use its compatible with the reduction of energetic costs for the degradation of keratin

wastes by enzymatic digestion.
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1. INTRODUCAO

A possibilidade de haver um continente situado na por¢cdo mais meridional
da Terra, agucou a imaginacdo dos seres humanos durante anos, até a
confirmagéo da existécia, no século XIX, de um macico de terras com 14 minhdes
de quildmetros quadrados, denominado Antartida, ou Antértica, devido a sua
localizac&o, oposta & regiéo Artica.

Apoés a assinatura, em 1959, do tratato da Antartida, pelo qual os paises
que reclamavam territérios no continente suspenderam suas reivindicagdes em
prol da exploracao cientifica, bases de diversos paises, incluindo o Brasil, foram
estabelecidas naquela regido onde tém realizado inUmeras pesquisas que visam
compreender desde a dindmica do clima da regido e do planeta até a
biodiversidade nesse ambiente extremamente inGspito e peculiar.

Considerando a sua singularidade, a Antartida oferece uma combinacao de
condicBes extremas, como as temperaturas mais baixas do planeta, escassez de
nutrientes e de agua no estado liquido, grandes periodos de escuriddo e alta
incidéncia de radiagao ultravioleta. Tais fatores contribuem para que nesta regiao
existam micro-organismos, referidos como extremofilos, com adaptacdes Unicas,
gue os tornam extremamente relevantes na busca por substancias de interesse
nas areas farmacéutica, de alimentos, industrial e biotecnoldgica.

A importancia da bioprospeccdo de compostos Uteis produzidos por
organismos antarticos tem levado a criacao de diversas organizacfes e projetos
internacionais, como o Micromat, fundado pela Comissdo Européia em parceria
com universidades daguele continente e empresas interessadas na busca por
substancias microbianas com propriedades como capacidade anti-congelamento,
resistentes a dessecacao, ativas sob baixas temperaturas, em extremos de pH e
em altas concentracdes de sal.

Entre os compostos microbianos de relevancia biotecnolégica produzidos
por extremdfilos estdo as enzimas proteoliticas, utilizadas pelas industrias téxteis,
farmacéuticas, cosméticas, de detergentes e de alimentos. Um tipo de protease
de particular importancia na industria de alimentos s&@o as queratinases,

responsaveis pela hidrélise de residuos queratinosos altamente recalcitrantes,
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Como as penas provenientes da avicultura, que sado assim convertidas em fonte
de aminoacidos, sendo empregadas na producédo de racdes animais.

No entanto, a maioria das proteases queratinoliticas descritas até o
momento provém de organismos mesofilos e termofilos, como linhagens de
Streptomyces, que podem crescer e degradar queratina sob temperaturas acima
dos 50°C e que, apesar da sua alta capacidade proteolitica, tém aplicacao restrita
devido a sua estabilidade limitada e custos elevados de utilizacéo.

Desta forma, proteases produzidas por bactérias psicrofilas e
psicrotolerantes, cujos 6timos de crescimento e producdo enzimética situam-se
abaixo dos 30°C, isoladas de ambientes extremos como a Antartida, oferecem
uma alternativa promissora aos métodos e enzimas utilizados atualmente em
processos como a degradacdo de compostos como a queratina em climas
amenos ou frios, ou mesmo em determinadas esta¢cdes do ano, como o inverno,

pois possuem um requerimento energético inferior as enzimas termofilicas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Micro-organismos Antarticos

Apesar da grande quantidade de agua no estado solido, a Antartida é
considerada um deserto polar, apresentando um dos menores indices
pluviométricos do planeta. Somente 1 a 3% do continente permanece livre de gelo
durante certa parte do ano e sua microbiota esta restrita a refagios onde ha agua
disponivel e o calor € armazenado, de forma que as flutuacdes de temperatura
sdo amenas o suficiente para permitir algum crescimento bacteriano. Tais nichos
geralmente sdo comunidades endoliticas que vivem nos grdos de areia,
comunidades do solo em geral, especificamente debaixo de rochas de quartzo;
comunidades microbianas que dominam os lagos e rios Antarticos e comunidades
microbianas que colonizam outras biotas (COWAN & AH TOW, 2004; MATALONI
et al., 2010).

O continente Antartico também carece de solos, sendo a maioria deles de
origem ornitogénica, ou seja, derivados da deposicdo de material fecal de vérias
espécies de aves, ocorrendo principalmente nas regides costeiras da Antartida.
Estes solos, quando comparados com aqueles de origem mineral, apresentam-se
mais ricos em carbono organico, nitrogénio, fésforo e biomassa microbiana
(BOWMAN et al., 1996).

Os micro-organismos representam o maior reservatorio de biodiversidade
nao descrita do planeta e, dessa forma, possuem o maior potencial para a
descoberta de novas substancias, como farmacos, aditivos alimentares e
produtos biotecnoldgicos. Porém, dados de 2002 revelam que menos de 40
espécies microbianas, entre arqueas e bactérias, foram identificados na Antartida,
sendo que a maioria delas derivam de estudos realizados somente nos ultimos
anos e principalmente em ambientes aquaticos como a agua do mar e os lagos
salinos do leste do continente. Poucos estudos tém concentrado-se nos
ambientes terrestres das areas livres de gelo (NICHOLS et al., 2002).

Além disso, este numero, na verdade, representa uma subestimativa do

valor real, pois a maioria dos métodos utilizados € dependente de cultivo, e é
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reconhecido que apenas cerca de 1% da comunidade microbiana do ambiente
possa ser cultivada. Desta forma, métodos para a deteccdo direta de micro-
organismos, como a amplificacdo do rRNA 16S de amostras de solo, seguida por
DGGE (Eletroforese em gel de gradiente desnaturante) com posterior
sequenciamento das bandas encontradas, fornecem uma alternativa mais
confidvel para a quantificacdo da diversidade bacteriana. Uma comparacao entre
0 numero de géneros bacterianos encontrados na Antartida revelou que, através
dos métodos tradicionais cultivo-dependentes, foi possivel a identificacdo de 96
géneros distintos. Em contraste, com a utilizacdo de abordagens independentes
de cultivo, este numero foi de 214 géneros pertencentes a uma diversidade maior
de classes/divisbes e com representantes de grupos raros como Nitrospira,
Verrucomicrobia e Aquificae (COWAN & AH TOW, 2004).

2.2. Potencial biotecnol6gico dos micro-organismos antarticos

Dadas as severas condicdes enfrentadas, 0s micro-organismos antarticos
apresentam importantes adaptacfes ao frio, a escassez de nutrientes e de agua
no estado liquido, aos altos indices de radiacdo ultravioleta e salinidade, entre
outros (COWAN & AH TOW, 2004).

Em 1902, o termo psicréfilo foi cunhado para descrever bactérias capazes
de sobreviver e crescer a 0 °C, e tem sido utilizado desde entdo para definir os
micro-organismos cuja temperatura 6tima de crescimento situa-se abaixo dos
15 °C, apresentando inibicdo total do crescimento acima de 20 °C (NICHOLS et
al.,, 2002). No entanto, uma definicho mais restrita tem sido requerida para
separar 0S organismos gue necessitam de baixas temperaturas para crescer,
referidos como psicroéfilos verdadeiros, dos demais, capazes de crescer por volta
de 0 °C mas que possuem temperatura O0tima de crescimento entre 20-30 °C,
definidos como psicrotréficos ou psicrotolerantes (BOWMAN et al.,, 1996;
HERBERT, 1986).

Apesar das limitacbes impostas pelo ecossistema antartico, representantes
psicrofilicos tanto de bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas sao

encontradas nesse ambiente e apresentam adaptacdes surpreendentes ao frio.
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Por exemplo, quando cultivados em meios de cultivo ricos a 4 °C, algumas
bactérias psicrofilicas possuem um tempo de duplicagcdo aproximado ao de
Escherichia coli a 37 °C (FELLER & GERDAY, 2003).

O potencial biotecnoldgico dos micro-organismos psicrofilos e psicrotréficos
vem recebendo maior atencdo nas duas ultimas décadas (BOWMAN et al., 1997;
FELLER & GERDAY, 2003). De acordo com o Programa das Nac¢des Unidas para
o Meio Ambiente - UNEP, a bioprospeccdo de micro-organismos dos
ecossistemas do Artico e, principalmente, do continente Antartico, vem ganhando
forca com as descobertas realizadas recentemente. Grandes industrias
farmacéuticas de cosméticos e de alimentos ja tém utilizado substancias
produzidas, por exemplo, por bactérias e micro-algas adaptadas ao frio. Tais
substancias vao desde cremes para prevenir o envelhecimento da pele e
espessantes para tornar sorvetes mais macios até compostos capazes de extrair
DNA de diversos tipos de amostras com extrema rapidez e acuracia (UNEP, 2007,
2009).

Outros exemplos vém de trabalhos como o de Nichols et al. (1995), o qual
evidenciou a producdo, pela linhagem psicrofila ACAM 342 de Shewanella
putrefaciens, de acidos graxos do tipo 6mega-3 poliinsaturados (PUFA, da sigla
em inglés) de importancia nutricional e médica. Deppe et al. (2005), descreveram
um consorcio de nove bactérias psicrotolerantes, entre elas Pseudoalteromonas,
Pseudomonas, Shewanella, Marinobacter, Psychrobacter e Agreia, capaz de
degradar combustiveis fésseis e seus componentes em temperaturas de 4-27 °C
e pH entre 6-9, constituindo-se em uma alternativa promissora para a
biorremediacdo de regides marinhas contaminadas por derramamentos de

petréleo.

2.3. Enzimas adaptadas ao frio

As enzimas adaptadas ao frio sdo caracterizadas por uma alta eficiéncia
catalitica sob temperaturas baixas a moderadas, nas quais enzimas de
organismos mesofilicos ndo sdo ativas. Essa propriedade faz com que sejam

altamente promissoras biotecnologicamente, pois aceleram o tempo de processos
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realizados a baixas temperaturas, reduzem a concentracdo enzimatica requerida,
resultam em alta produtividade nas rea¢cdes com componentes termossensiveis,
previnem transformacdes quimicas indesejaveis e a perda de compostos volateis
e ainda diminuem os gastos energéticos (MARGESIN et al., 2002).

Diversos tipos de enzimas, como proteases, lipases e fosfolipases, tém
sido isoladas de bactérias psicrofilas e psicrotréficas, apresentando propriedades
gue as tornam vantajosas para a sua utilizacdo em processos industriais, como
otimos de temperatura abaixo dos 40 °C e baixa energia de ativacdo requerida;
sendo, por essa razao, mais ativas entre 4 e 7 °C do que as enzimas produzidas
por micro-organismos meso6filos (BOWMAN et al, 1997; SORHAUG &
STEPANIAK, 1997).

Uma vez que nas enzimas de micro-organismos adaptados ao frio as
estruturas terciarias e quaternarias sao arranjadas de forma mais aberta e flexivel,
devido a menor quantidade de ligacdes dissulfeto e estruturas secundarias
rigidas, o substrato tem acesso facilitado ao sitio ativo. Além disso, a presenca de
grupos de glicinas ao redor do sitio ativo, assim como um conteddo maior de
hidroxilas nos seus residuos de serina e treonina, auxiliam na solvatacdo das
proteinas, possibilitando o acesso dos substratos ao sitio ativo sob baixas
temperaturas. Tais atributos, resultam ainda em uma maior termolabilidade, o que
permite a sua inativacdo em temperaturas mais baixas, sem o comprometimento
das caracteristicas do produto e a inativacdo seletiva de compostos em misturas
complexas (GERDAY & GLANSDORFF, 2007; FELLER & GERDAY, 2003;
FELLER et al., 1997).

Dessa forma, as denominadas extremozimas possuem uma vasta gama de
aplicacdes industriais como, por exemplo, agentes de limpeza, no processamento
de couros, na degradacdo de compostos xenobibticos, no processamento de
alimentos, na biologia molecular e na medicina (NICHOLS et al., 1995;
MARGESIN e SCHINNER, 1999).

2.4. Enzimas proteoliticas

As enzimas proteoliticas, ou simplesmente proteases, sdo uma classe de
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catalisadores bioldgicos que atuam na clivagem de ligacdes peptidicas em outras
proteinas, acelerando virtualmente todas as reac¢des quimicas dentro das células
(COOPER, 2000). Possuem ampla aplicacdo nos campos comercial e
biotecnoldgico, sendo que, de todas as enzimas utilizadas industrialmente, 75%
sdo proteases. A aplicacdo atual de enzimas nas indlstrias esta associada a
diversas vantagens. Elas sdo os principais contribuintes para produtos e
processos "limpos" e, comparadas aos métodos quimicos convencionais, Sao
muito mais especificas na sua acdo e atuam sob condicbes moderadas. Além
disso, sdo compativeis com politicas ambientais que promovem a
sustentabilidade, uma vez que séo produzidas a partir de fontes renovaveis e séo
totalmente biodegradaveis (RAO et al., 1998).

As proteases sdo ubiguamente encontradas em uma ampla diversidade de
organismos vivos, desde animais a micro-organismos, onde desempenham
funcdes fisioldgicas vitais, como na manutencdo da homeostase e na participacéo
em processos inflamatorios (RAO et al., 1998).

O uso de vegetais como fonte de proteases estd sujeito a fatores como
disponibilidade de espaco para o cultivo e adequacédo ao clima regional, além de
ser um processo que despende tempo. As principais enzimas de origem vegetal
sdo a papaina (mamao), a bromelina (abacaxi) e a ficina (figo). Ja a producéo de
proteases de origem animal estd sujeita a disponibilidade de animais para o
abate, o que depende das politicas governamentais e agricolas. As proteases
animais estédo principalmente representadas pela tripsina, quimotripsina, pepsina
e quimosina (BOYER, 1971).

De acordo com o grupo funcional presente no sitio ativo, as
proteases estao divididas em cinco grupos: serino-proteases, aspartil-proteases,
cisteino-proteases, treonino-proteases e metaloproteases ((EKICI, PAETZEL &
DALBEY, 2008; RAO et al., 1998).

As serino-proteases possuem um residuo de serina no seu sitio ativo. Elas
sdo amplamente encontradas entre virus, bactérias e eucariotos, o que sugere um
papel vital nos organismos. Varias serino-proteases de micro-organismos sao
conhecidas atualmente, como a subtilisina, a protease a-litica de Myxobacter e a

de Streptococcus griseus. As serino-proteases sao geralmente ativas sob pH
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neutro a alcalino, com um étimo entre o pH 7,0 e 11. As serino-alcalino-proteases
representam o maior subgrupo das serino-proteases (YON-KAHN & HERVE,
2010).

As aspartil-proteases sdo endopeptidases que dependem de residuos de
acido aspértico para a ocorréncia da sua atividade catalitica. A maioria dessas
enzimas contém dois residuos asparticos no seu sitio ativo. Elas séo ativas em
pH acido e sédo especificamente inibidas pela pepstatina A. Estdo agrupadas em
trés familias, sendo elas a da pepsina, retropepsina e a das enzimas de
pararetrovirus. As aspartil-proteases microbianas podem ser divididas em dois
grupos: as enzimas do tipo pepsina produzidas pelos fungos Aspergillus,
Penicillium, Rhizopus e Neurospora e as enzimas do tipo renina produzidas pelos
fungos dos géneros Endothia e Mucor (CHEN et al., 2009; RAO et al., 1998).

As cisteino-proteases tem ocorréncia tanto em procariotos quanto em
eucariotos, tendo sido reconhecidas cerca de 20 familias. Sua atividade depende
da unido catalitica entre a cisteina e a histidina. Geralmente, as cisteino-
proteases sdo ativas somente na presenca de agentes redutores com o acido
cianidrico ou cisteina e sdo otimamente ativas em pH neutro, havendo algumas
excecoes (RAO et al., 1998).

As treonino-proteases, cuja funcéo foi descrita pela primeira vez em 1995,
possuem uma treonina N-terminal ancorada ao seu sitio ativo, sendo
responsaveis pelo funcionamento dos proteassomas, estruturas protéicas intra-
celulares presentes tanto em procariotos como eucariotos, onde proteinas
desnecessarias ou danificadas sdo degradadas (EKICI et al., 2008).

As metaloproteases sdo o tipo mais diverso de proteases, ja tendo sido
reconhecidas cerca de 30 familias, entre endo e exopeptidases. Elas séo
caracterizadas por requererem um ion metéalico divalente para a sua atividade e
incluem enzimas como as colagenases, primeiramente descobertas na bactéria
Clostridium hystolyticum e depois encontradas também em organismos
superiores, as toxinas hemorragicas do veneno de serpentes e a termolisina das
bactérias (RAO et al., 1998).

2.5. Proteases bacterianas

18



Devido a inabilidade das enzimas vegetais e animais em suprir a demanda
do mercado e ao fato de que as enzimas microbianas possuem praticamente
todas as caracteristicas desejadas para seu emprego biotecnolégico, sua
utilizacao tem sido alvo de crescente interesse (GUPTA et al., 2002). Os micro-
organismos representam uma excelente fonte de enzimas, devido ao seu rapido
crescimento, pequeno espaco requerido para cultivo, ampla diversidade
bioquimica e facilidade de manipulacdo genética, o que propicia a criacdo de
novas enzimas com propriedades desejadas com vista a varias aplicacdes (RAO
et al., 1998).

A maioria das proteases comerciais € produzida por bactérias do género
Bacillus. Sdo geralmente de natureza neutra ou alcalina, seu pH de atividade
situa-se entre 5,0 e 8,0 e tém uma termotolerancia relativamente baixa. S&o
atualmente classificadas com base no tipo de reagdo catalisada, natureza quimica
do sitio catalitico e relacdes evolutivas (BRANDELLI, 2008).

2.6. Queratinases

A queratina € uma proteina insoltvel constituinte de estruturas animais
como penas, cascos, unhas, chifres e pelos que, devido ao elevado numero de
ligagcbes cruzadas na cadeia peptidica causadas pela formacdo de pontes
dissulfeto, ndo é passivel de degradacdo pela maioria das enzimas proteoliticas
comuns como a tripsina, papaina e pepsina (BRANDELLI et al., 2010; ONIFADE
et al., 1998).

Apesar da sua alta resisténcia e estabilidade, os residuos queratinosos nao
se acumulam no ambiente, 0 que sugere a existéncia de decompositores ou
utilizadores naturais (ONIFADE et al., 1998). Evidéncias adicionais da existéncia
de organismos queratinoliticos sdo dadas pela acdo de dermatofitos patogénicos,
principalmente fungos e bactérias, que parasitam substratos queratinosos em
animais vivos, como a pele, cabelos e unhas dos seres humanos. Tais micro-
organismos, quando cultivados em meios contendo queratina, sdo capazes de

utiliza-la como fonte de carbono e nitrogénio (SHARMA et al., 2011).
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As enzimas produzidas por esses micro-organismos, capazes de degradar
a queratina, sdo denominadas queratinases e, desde a sua descoberta, diversos
organismos, principalmente fungos e bactérias, foram reportados como
queratinoliticos. A producdo de tais enzimas é amplamente induzivel pela
presenca de queratina como substrato, sdo na maioria extracelulares e
geralmente pertencem a familia das serino-proteases, embora também existam
exemplos de metaloproteases queratinoliticas (BRANDELLI et al., 2010).

Entre as bactérias, os principais produtores de queratinases pertencem ao
grupo das Gram-positivas do género Bacillus (PILLAI & ARCHANA, 2008), como
B. licheniformis, B. subtilis e B. pumilus e do género Streptomyces, como S.
pactum e S. albidoflavus. Contudo, na ultima década, tem aumentado o ndimero
de trabalhos que descrevem bactérias Gram-negativas com capacidade
queratinolitica pertencentes, por exemplo, aos géneros Vibrio, Lysobacter e
Chryseobacterium (BRANDELLI et al., 2010).

A maioria das queratinases produzidas por linhagens como Streptomyces e
Bacillus sdo provenientes do solo e apresentam caracteristicas mesofilicas ou
termofilicas, sendo que, essas Ultimas sdo promissoras em processos industriais
onde sdo empregadas temperaturas elevadas (BRANDELLI, 2008). J4 estudos
visando a bioprospeccdo de enzimas queratinoliticas adaptadas a temperaturas
reduzidas sdo escassos. Tais catalizadores podem representar uma grande
vantagem em relacdo aos demais, devido a reducdo dos gastos energéticos
relacionados a sua utilizagdo, assim como também podem ser mais adequados

para a utilizacdo em regides de clima temperado a frio.

2.7. Emprego das queratinases

Anualmente, a industria avicola mundial gera milhdes de toneladas em
residuos queratinosos, constituidos principalmente por penas. Essas estruturas
sado compostas por aproximadamente 90% de queratina e representam 10% do
peso em frangos adultos; sendo consideradas altamente recalcitrantes e
representando  um grave problema ambiental quando n&o tratadas

adequadamente (SHIH, 1993). No entanto, esses residuos podem ser convertidos
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em complementos para a ragdo animal através de processos de coccao sob
pressao e moagem. Porém, esses processos sdo dispendiosos energeticamente,
levam a destruicdo de certos aminoacidos e produzem outros que nao Sao
assimilados pelo sistema digestério animal (WANG & PARSONS, 1997).

Uma valiosa alternativa a esses meétodos € a utilizagdo das queratinases
microbianas, que tem a capacidade de elevar significativamente o valor nutricional
das ragbes de penas. O trabalho de Williams et al. (1991), por exemplo, mostrou
que a racéo de penas hidrolisada por Bacillus licheniformis e suplementada com
metionina, lisina e histidina produziu uma curva de crescimento em frangos de
corte equiparavel aquela obtida quando os animais foram alimentados com ra¢des
a base de soja.

Ainda, outra questdo remanescente é a utilizacdo das queratinases na sua
forma purificada ou através da adicao direta dos micro-organismos aos residuos
em processos de fermentacdo. Os trabalhos tém demonstrado que a purificacdo
dessas enzimas leva a diminuicdo da sua atividade, talvez devido a perda de
algum outro componente produzido pela propria bactéria que pode ser importante
no processo de queratindlise. Além disso, a queratina € deficiente em alguns
aminoécidos essenciais, como metionina e fenilalanina, que poderiam ser
supridos pela prépria biomassa bacteriana nos cultivos, o0 que determina a
necessidade de prospeccdo de bactérias queratinoliticas ndo patogénicas que
ainda poderiam reduzir o uso de suplementos como soja e farinha de peixes nas
dietas animais (BRANDELLI et al., 2010).

2.8. Avaliacdo da atividade proteolitica e queratinolitica

As comparagOes das atividades queratinoliticas com aquelas encontradas
na literatura sédo dificultadas pela variedade de substratos queratinosos
empregados nas investigacdes (ALLPRESS et al., 2002), destacando-se, a
utilizacdo da queratina azure e da azoqueratina (ALLPRESS et al., 2002;
BRANDELLI & RIFFEL, 2005; SUNTORNSUK et al., 2005).

No entanto, 0 emprego de tais substratos leva a uma grande margem de

erros nos resultados devido a insolubilidade da queratina e variagbes no preparo
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dos reagentes, de forma que, para minimizar tais erros e obter uma quantificacéo
precisa da atividade enzimatica, recorre-se ao uso de substratos proteicos
sollveis como a azocaseina, que possibilita a verificacdo da protedlise de uma
forma geral, porém mais precisa.

Assim, a identificacdo da queratinélise per se pode ser realizada de forma
mais confidvel através do monitoramento visual e por microscopia eletrdnica de
alta resolucao, da degradacéo de substratos queratinosos como penas, 1a, cabelo
e unhas, através da quantificacdo de proteinas sollveis por métodos
colorimétricos e por meio da liberacdo de grupos tiol devido ao processo de
sulfitolise da queratina (BOCKLE & MULLER, 1997).

2.9. Identificacdo molecular de micro-organismos

Para a identificacdo dos micro-organismos, a amplificagdo e
sequenciamento do gene do rRNA 16S ainda € a alternativa mais rapida e mais
utilizada, além de existir uma grande quantidade de bactérias com sequéncias do
rDNA 16S depositadas nos bancos de dados, o que facilita a comparacao e
construcéo de filogenias (OCHMAN & WILSON, 1987).

O gene do rRNA 16S codifica para o rRNA principal que se liga a diversas
proteinas para formar a subunidade menor (30S) dos ribossomos em procariotos.
Sua sequéncia possui aproximadamente 1500 pares de bases (pb) e contém
segmentos conservados que sdo compartilhados por todas as bactérias e regides
divergentes Unicas espécie-especificas, o0 que permite a sua identificacdo e a
inferéncia das suas relagbes de parentesco através das ferramentas da
bioinforméatica (WATSON et al., 2004).

As andlises filogenéticas para a recuperacao das relacdes de parentesco
entre organismos utilizando sequéncias de DNA configuram-se num recurso
relativamente recente. Através da comparagdo das sequéncias de DNA, é
possivel estimar a ordem histérica da ramificacdo das espécies e também a
quantidade de divergéncia acumulada entre elas ao longo do curso evolutivo
(WOESE & FOX, 1977).

Ochman e Wilson (1987) hipotetizaram que uma diferenca de 1% entre
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sequéncias do rRNA 16S é aproximadamente igual a um ramo evolutivo de 50
milhdes de anos. Essa divergéncia foi calibrada tomando-se como pontos de
partida episédios marcantes na evolucdo da biota terrestre, como a divergéncia
entre as linhagens de Escherichia coli capazes de utilizar lactose daquelas de
Salmonellae e o aparecimento dos mamiferos. Essa estimativa € aproximada e
esta baseada em uma série de suposi¢cdes, cabendo ressaltar que micro-
organismos de ambientes frios, com longos tempos de geracdo, podem possuir
uma taxa de mutacdes na sequéncia do seu rRNA mais lenta do que aqueles que
crescem em ambientes mais quentes, fato que deve ser considerado quando da
sua inferéncia filogenética.

Varios estudos visando investigar a diversidade e relacdes filogenéticas da
microbiota da Antartida tém concluido que uma substancial proporcdo das
sequéncias de rRNA obtidas ndo apresentam alta homologia com as sequéncias
de quaisquer linhagens cultivaveis, sugerindo que os solos daquele continente
comportam um grande nimero de genospécies novas e possivelmente endémicas
(AISLABIE et al., 2006; SHIVAJI et al., 2004).

Por exemplo, Nichols e colaboradores (2002), ao avaliar a biodiversidade
de actinobactérias isoladas do solo de Vestfold Hills e Macquarie Island, leste da
Antartida, encontraram, através do sequenciamento do rDNA 16S, 22 novas
sequéncias pertencentes a nove géneros distintos e que provavelmente
pertencem a novas espécies de actinobactérias, ressaltando a necessidade de
esforcos a fim de reconhecer ndo somente a composicdo da microbiota da

Antartida mas também o seu potencial para o0 emprego biotecnoldgico.

2.10. Purificagcdo das proteases queratinoliticas

Em muitos processos industriais em que s&o utlizadas enzimas
microbianas, como, por exemplo, na producéo de alimentos ou de detergentes
domésticos, sdo requeridos apenas um grau baixo a moderado de pureza dessas
proteinas. Entretanto, varias outras industrias, como a farmacéutica e a de
reagentes analiticos, necessitam de um alto grau de pureza, de forma que

processos de purificacdo que mantenham a atividade enzimatica devem ser
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realizados (QUEIROZ et al., 2001).

Um dos métodos tradicionais para a purificacdo de proteinas € através da
cromatografia liquida. No entanto, esta € uma técnica dispendiosa em termos
financeiros e temporais, além de levar a perdas significativas de produtividade
(GUPTA et al., 1999). Assim, outras formas de purificacdo mais rapidas e baratas
vem ganhando destaque a fim de suprir a demanda crescente, como a separagao
por sistemas aquosos bifasicos (SAB) e a extracdo por particdo em trés fases
(TPP) (RAHIMPOUR & BAHARY, 2009; TUBIO et al., 2009).

A cromatografia por filtragdo em gel tem a finalidade de separar as
proteinas de acordo com o0 seu tamanho molecular. As moléculas sao
particionadas entre uma fase moével e uma estacionaria composta por uma matriz
gue consiste em pérolas porosas, de tamanho definido, de forma que o tamanho
desses poros define o tamanho das macromoléculas que podem ser fracionadas
(O'FAGAIN et al., 2011).

Dessa forma, as proteinas muito grandes para entrar nos poros sao
"excluidas”, sendo eluidas da coluna primeiro. As moléculas um pouco menores
conseguem entrar em alguns poros, mas ndo em todos, e sao retidas por um
tempo maior. JA as moléculas pequenas sdo capazes de entrar na maioria dos
poros, sendo eluidas por ultimo. As proteinas sdo eluidas com um tampao
aguoso, coletadas como fracdes cromatograficas individuais e analisadas
separadamente (BOLLAG, 1995).

As principais limitacdes da cromatografia de filtragdo em gel sédo a lenta
separacao das proteinas, pois pode ser necessaria a utilizacdo de colunas longas
e estreitas, e a resolucdo dos picos emergentes € limitada devido a possibilidade
da amostra nao se ligar a resina (BOLLAG, 1995).

O custo final de um produto depende amplamente do gasto envolvido nos
processos de extracdo e purificacdo. Por exemplo, as técnicas convencionais
para a purificacdo de proteinas, por meio de precipitacdo e cromatografia em
colunas, ndo sdo somente custosas financeiramente, mas também resultam em
uma baixa produtividade.

A separacdo de biomoléculas através de sistemas aquosos bifasicos,

oferece uma alternativa para os dois problemas mencionados, e, desta forma,
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vem ganhando espaco nas industrias biotecnolégicas (GUPTA et al., 1999). Um
sistema aquoso bifasico liquido-liquido é obtido através da mistura de duas
solucbes de dois polimeros ou um polimero e um sal. Neste Ultimo, os sais
utilizados podem ser os fosfatos, sulfatos ou citratos, que possuem baixa massa
molecular. Na formagéo das duas fases, através de centrifugacdo, observa-se a
concentracdo do polimero na porgdo superior, enquanto na inferior, concentra-se
o sal. Geralmente, a proteina alvo é recuperada na fase superior e 0s
contaminantes e “debris” celulares s&o isolados na fase inferior. A retirada do PEG
da solucdo protéica resultante pode ser realizada através de ultrafiltracdo ou
cromatografia, no entanto, estes métodos tendem a aumentar o custo da sua
utilizacao (LIU et al., 2011).

De qualquer forma, esse sistema resulta em uma alta seletividade no
particionamento de proteinas e, uma vez que os componentes das duas fases sdo
inertes, ndo h& o risco de sua interacdo com as biomoléculas. Além disso, devido
a baixa tensdo superficial entre as duas fases, € possivel a recuperacdo das
proteinas sem perdas na sua funcdo (GUPTA et al., 1999).

A particdo em trés fases tem se mostrado um método rapido e eficiente
para a purificacdo de proteinas. Ela é realizada através da concentracdo do
sobrenadante enzimatico com sulfato de aménio (cerca de 50%) e mistura desta
solugcdo com um volume igual de um alcool alifatico (geralmente o t-butanol).
Apés centrifugacdo, ocorre a formacgéao de trés fases. A por¢cdo superior retem o t-
butanol, onde concentram-se também os restos lipidicos das células; na interface
entre as duas fases ocorre a formacédo de um agregado semi-sélido com a maioria
das proteinas, acidos nucléicos e outras macromoléculas, e a por¢cdo aquosa
inferior concentra a proteina de interesse (WARD, 2009).

A particdo em trés fases tem sido o método escolhido por pesquisadores
como Sharma e Gupta (2001A), onde a fosfolipase de Dacus carota (cenoura)
obteve um fator de purificacdo de 13 vezes com recuperacao de 72% da sua
atividade, e o de Yakhnin et al. (1998), onde foi recuperada cerca de 90% da
proteina recombinante verde fluorescente (GFPuv) extraida de células de
Escherichia coli.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho é o isolamento e identificacdo de micro-
organismos cultivaveis produtores de proteases, provenientes de amostras de
penas de pinguim do continente Antartico, através de meétodos bioquimicos e
filogenia molecular, bem como a caracterizacdo de uma linhagem microbiana
produtora de proteases queratinoliticas ativas sob baixas temperaturas, como

uma alternativa as enzimas mesofilicas e termofilicas utilizadas atualmente.

3.2. Objetivos especificos

- Isolar bactérias produtoras de proteases de amostras antarticas através

do screening de atividade em substratos queratinosos;

- Identificar os isolados com base no sequenciamento do rDNA 16S;

- Estabelecer a identidade, no nivel especifico, da linhagem melhor

degradadora de substratos queratinosos através de analises filogenéticas;

- ldentificar, a partir do conjunto de micro-organismos iniciais, aqueles

produtores de proteases queratinoliticas;

- ldentificar as condicbes Otimas para a producdo de enzimas

gueratinoliticas extracelulares nos micro-organismos selecionados;

- Caracterizar as condi¢cdes Otimas para a atividade proteolitica e

gueratinolitica das proteases produzidas pelos micro-organismos selecionados;.

- Avaliar o melhor método de purificacdo parcial da(s) protease(s) da

bactéria selecionada para essa etapa.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Coleta dos micro-organismos

As amostras utilizadas neste trabalho foram fornecidas pelo grupo de
pesquisadores do laboratério de Ornitologia e Animais Marinhos da Universidade
do Vale do Rio dos Sinos (UNISINOS-RS), vinculados ao Projeto Antartico
Brasileiro (PROANTAR), coordenado pela professora pesquisadora Maria Virginia
Petry no verdo do Hemisfério Sul de 2010. Residuos de penas foram coletados
em pinguineiras abandonadas, proximas a estagéo brasileira Comandante Ferraz,
na ilha Rei George, situada a 120 km da peninsula Antartica e a 849 km do
extremo sul da América do Sul (Figura 1). As amostras foram armazenadas em
tubos Falcon estéreis, identificadas quanto a espécie de pinguim de procedéncia

(Pygoscelis papua ou Pygoscelis antarctica) e mantidas sob refrigeracao.

O Base permanente

km

Figura 1. llha Rei George, destacando o local da base Almirante Ferraz (A) e
localizacdo da ilha (quadrado vermelho) em relacdo ao continente Antartico (B).
Fonte: Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia Antartico de Pesquisas
Ambientais (INCT-APA).
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4.2. Selecdo dos micro-organismos

Em capela de fluxo laminar, previamente esterilizada, 0,1 g dos residuos de
penas coletados foram misturados a um volume de 1 mL de solucdo salina estéril
(NaCl 0,85% m/v). A partir desta mistura, foram realizadas diluicdes seriadas até a
concentracdo 10 as quais foram semeadas em placas de Petri contendo o meio
agar farinha de pena (AFP 10g L*, K,HPO, 0,3 g L™, KH,PO,0,4¢g L™ NaCl 0,5 g
L™ e agar bacteriolégico 12g L™ em agua destilada) como Unica fonte de carbono
e nitrogénio.

Apbs periodos de incubacao que variaram de duas a quatro semanas sob
as temperaturas de 4 °C, 20 °C ou 30 °C, as colbnias individuais formadas em
AFP foram selecionadas com base na sua coloracdo e morfologia distinta em
microscopia oOptica. Apos esse procedimento, foram transferidas para novas
placas contendo o meio agar triptona de soja (TSA) e mantidas a temperatura de
4 °C, sendo retransferidas para novos meios a cada quatro semanas. Como meio
definitivo de armazenamento, 0os micro-organismos foram cultivados em meio
caldo triptona de soja (TSB), adicionando-se 20% de glicerol e estocados em
nitrogénio liquido.

4.3. Determinacéo da capacidade proteolitica

Para avaliar a producao de proteases extracelulares, os micro-organismos
gue apresentaram crescimento em AFP foram testados quanto a sua capacidade
de protedlise no meio agar leite (AL), constituido pelos nutrientes peptona de
carne (5,0 g L™V, extrato de levedura (3,0 g L™ e leite desnatado (100 ml L™, além
de agar bacterioldgico (12 g LY. O ajuste do pH para 5,0, 7,0, 8,0, 9,0, 10 ou 11
foi realizado através da adicdo de NaOH ou HCI 0,1 M L™ esterilizados, antes da
solidificagdo do meio.

Os isolados foram inoculados com algas puntiformes em placas de Petri
contendo o meio AL e incubados nas temperaturas de 9, 24 ou 30 °C. A estimativa
da atividade proteolitica dos isolados em AL foi verificada em duplicata no sétimo

dia de incubacéo, através da medi¢do do halo transparente formado em torno do
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ponto onde ocorreu a inoculacdo do microrganismo. O diametro do halo,
subtraindo-se o didmetro das col6nias, foi medido com o auxilio de um
paquimetro, tendo sido utilizado para a estimativa da capacidade proteolitica dos
isolados (PILLAI & ARCHANA, 2008).

4.4. ldentificagcdo molecular dos isolados

Os isolados que apresentaram crescimento em AFP e/ou protedlise em AL
foram identificados através da amplificacdo e sequenciamento do fragmento do
gene ribossomal 16S e posterior construcdo de arvores filogenéticas para aqueles

escolhidos para as etapas de caracterizacao e purificacdo das enzimas.

4.4.1. Extracdo do DNA

Para a extracdo do DNA total, utilizou-se o método descrito por Casali et al.
(2003) modificado: uma alcada de cada isolado foi inoculada em meio infusao de
cérebro e coracdo (BHI) e incubada por 24 h em agitador orbital a 125 rpm a
temperatura de 30 °C. Apés esse periodo, 1 mL do cultivo foi centrifugado por 10
minutos a 12.900 g e o sobrenadante descartado, repetindo-se o procedimento no
mesmo microtubo com a adi¢cdo de mais 1mL de cultivo.

O pellet formado foi lavado com 200 yL de agua ultrapura e a ele foram
adicionados 500 pL do tampéao de lise (2% Triton X-100 / 1 mM EDTA/ 200 mM
NaCl / 10 mM Tris-HCl pH 7.5/ 1% SDS ) e 200 uL de pérolas de vidro (200 — 300
um). A mistura foi agitada vigorosamente em vortex durante 2 minutos
intercalando com 30 segundos em banho de gelo por quatro vezes. Apds, foram
adicionados 500 pL de uma solugéo de fenol:cloroformio (1:1) e a amostra foi
homogeneizada manualmente por dois minutos, sendo entdo centrifugada por 15
minutos a 12.900 g.

O sobrenadante foi coletado em um novo microtubo ao qual foram
adicionados 500 pL de uma solugéo de cloroformio:alcool isoamilico (24:1),
repetindo-se o0 procedimento anterior. Ao sobrenadante coletado, foram

adicionados 2 volumes de etanol absoluto gelado e 200 mM de NaCl. A amostra
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foi incubada a -20 °C por duas horas e centrifugada por 15 minutos a 12.900 g,
descartando-se o0 sobrenadante e lavando-se o pellet formado com 200 uL de
etanol 70%. O pellet foi seco em estufa ou bloco térmico a 50 °C por meia hora e

ressuspendido em 20 pL de agua ultrapura.

4.4.2. Amplificacao dos fragmentos alvos

Para a reacdo de PCR do fragmento do gene ribossomal do 16S, utilizou-
se 0s primers universais desenhados para Escherichia coli 27F (5
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') e 1525R (5-AAGGAGGTGWTCCARCC-3),
senso e antisenso, respectivamente. (LANE, 1991). A amplificacdo foi realizada
em um volume de 25 pL, sob as seguintes condi¢des: desnaturacéo inicial a 94 °C
por 4 minutos, seguido por 30 ciclos de desnaturagcdo do DNA a 94 °C por 1
minuto, anelamento dos primers a 55 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por
2 minutos, finalizando com a extensao final a 72 °C por 10 minutos.

A purificacdo do produto de PCR foi realizada através da precipitacdo com
1,9 uL de acetato de amoénio 7,5 M L™ e 20 pL de isopropanol absoluto, ambos
gelados, seguida de centrifugacdo por 15 minutos a 12.900 g. O sobrenadante foi
descartado, o pellet lavado com etanol 70% a temperatura ambiente e seco em
estufa ou bloco térmico a 50 °C por meia hora, sendo entdo ressuspendido em 15
uL de agua ultrapura. A verificacdo da amplificacdo e da purificacdo do DNA foi
realizada por eletroforese em gel de agarose 1%.

4.4.3. Sequenciamento

As amostras amplificadas foram sequenciadas no laboratorio ACTGene
(Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil) no sequenciador
automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e
o polimero POP6 (Applied Biosystems). O sequenciamento do fragmento de
aproximadamente 1500 pb do rDNA 16S foi realizado utilizando os seguintes
conjuntos de primers: 27F, 1525R e o0 senso interno 518F (5'-
CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3). Os dados do sequenciamento foram

30



coletados através do software Data Collection v1.0.1 (Applied Biosystems).
A fim de evitar artefatos que pudessem levar a erros na edicdo das
sequéncias, estas foram obtidas de produtos de PCR independentes,

sequenciando-se pelo menos trés vezes cada fragmento alvo dos isolados.

4.4.4. Andlise das sequéncias

As sequéncias obtidas foram submetidas ao algoritmo de busca por
similaridade BLAST do banco de dados GenBank a fim de determinar a sua
afiliacdo genética aproximada. Apds, procedeu-se o0 seu alinhamento no programa
CLUSTAL-X (THOMPSON et al., 1997) e edicdo do programa BioEdit 7.0.5.3
(HALL, 1999).

Ap0s a edigdo, alinhamento e andlise prévia das sequéncias, foi utilizado o
programa MEGA 5.0 (TAMURA et al., 2011) para a elaboracdo das arvores
filogenéticas baseadas no método de Neighbor-joining utilizando para a correcédo
o modelo evolutivo de Kimura-2-parametros (KIMURA, 1980), que distingue entre
as taxas de substituicdbes decorrentes de transicdes daquelas causadas por
transversdes. A consisténcia dos nos foi avaliada através da reamostragem por
1000 réplicas de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985).

Para a estimativa da distancia genética entre as sequéncias utilizadas para
a reconstrucdo filogenética, como forma de avaliar a alocagdo intra ou
interespecifica do isolado escolhido, utilizou-se a matriz de distancias calculada
no programa MEGA 5.0, de acordo com o modelo de substituicdo nucleotidica
distancia-p, utilizado para distancias genéticas menores do que 0,2.

Quando disponiveis, foram utilizadas como referéncias as linhagens ATCC
(American Type Culture Collection, Manassas, VA, EUA) e ACAM (Australian
Collection of Antarctic Micro-organisms, Universidade de Tasmania, Australia)

depositadas no GenBank mais similares a cada isolado.

4.5. Substrato para a producéao de proteases

Apbs a identificacdo molecular dos micro-organismos capazes de hidrolisar
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a caseina em AL, os isolados produtores dos maiores halos neste meio foram
cultivados em Erlenmeyers contendo o meio Caldo Farinha de Penas (CFP),
Caldo Pena (CP), Caldo Unha (CU) ou Caldo Cabelo (CC) composto por um dos
substratos queratinosos desengordurados acima (10g L™), K;HPO, (0,3 g L™,
KH,PO, (0,4 g L) e NaCl (0,5 g L) em &gua destilada.

A farinha de penas foi fornecida em amostras de 1 kg pela empresa Bunge
(Esteio, RS), tendo sido produzida por coccdo sob pressdo e moagem e
desengordurada em laboratério através de lavagens repetidas com éter de
petrdleo seguido de lavagem com &gua destilada e secagem em estufa a 50 °C,
mesmo processo utilizado para a limpeza dos demais substratos queratinosos..

O pH inicial dos meios foi ajustado com NaOH e HCI 0,1 M L™ antes da
esterilizacdo em autoclave por 15 minutos a 121 °C. Frascos de 250 mL contendo
50 mL de CFP foram inoculados com 1% (v/v) de pré-indculos, também em CFP,
de 3, 4 ou 5 dias de crescimento bacteriano e incubados em agitador orbital a 125
rpm sob temperaturas que variaram de 20 a 40 °C por até 7 dias. Aliquotas de 1
mL dos cultivos foram retiradas a cada 24 h, centrifugadas por 5 minutos a 10.000
rpm e estocadas a -20 °C, sendo utilizadas como fonte de enzima para as
andlises de atividade proteolitica e quantificacdo de proteinas. Todas as
inoculacdes e demais procedimentos microbiologicos foram realizados em camara

de fluxo laminar vertical, marca Pachane, modelo PA-115.
4.6. Curva de crescimento
4.6.1. Preparo do pré-inéculo

Para cada um dos isolados selecionados, foi realizada a inoculagdo em
Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de CFP 1% a partir da raspagem de
colonias puras crescidas em placas de AFP. Esses pré-indculos foram incubados

a 24 °C em agitador orbital a 125 rpm por 48h.

4.6.2. Preparo dos in6culos
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Apbs 48h de cultivo, aliqguotas de 5% dos pré-indculos foram adicionadas
em duplicata a Erlenmeyers de 300 mL contendo 100 mL de CFP, sendo

incubados a 24 °C em agitador orbital a 125 rpm por 7 dias.

4.6.3. Amostragem

Dado o crescimento lento dos isolados bacterianos em CFP, aliquotas do
meio de cultivo foram retiradas a cada 12 ou 24h, procedendo-se a avaliacdo da
curva de crescimento através da contagem de unidades formadoras de colbnias
(UFC) em meio agar infusao de cérebro e coracao (BHA), através do pH do meio
CFP e da atividade enzimatica como descrito no item 4.7. Devido a natureza
insolivel do meio CFP, optou-se pela néo realizacdo da medicdo da densidade
Optica (OD) do cultivo, uma vez que tal fato leva a interpretacédo errbnea da leitura
da absorbancia a 600 nm.

4.6.4. Quantificacao de proteinas soluveis

A quantificacdo das proteinas sollveis foi realizada através do método
descrito por Lowry e colaboradores (1951), utilizando-se 100 yL de sobrenadante

de cultivo centrifugado por 5 minutos a 9.900 g.

4.6.5. Determinagdo do numero de células viaveis

A determinacdo do numero de células viaveis foi estimada pela contagem
das Unidades Formadoras de Coldnia por mL (UFC mL™). Para cada ponto de
coleta, uma aliquota de 100 pL do cultivo em CFP foi diluida serialmente em
solucdo salina (NaCl 0,85%) da concentracéo 10™ até 10*°. De cada diluicéo, 20
puL foram inoculados em triplicata na forma de spots em placas contendo agar
BHI. As placas foram incubadas por 3 ou 5 dias a temperatura ambiente, periodo
apos o qual realizou-se a contagem das col6nias individuais. Os resultados foram

expressos como o valor médio da contagem viavel das trés repeticoes.
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4.7. Quantificacdo da atividade proteolitica

Para a determinacdo da atividade proteolitica, foi utilizado o substrato
azocaseina (Sigma). Em tubos de microcentrifuga, foram misturados 100 pL do
sobrenadante obtido no processo anterior, 100 puL de tampao fosfato dissodico
(0,1 M L™), tampao citrato (0,1 M L™) ou tamp&o Tris-HCI (0,1 M L™), com o pH
ajustado de acordo com o melhor para a acdo da enzima, e 100 pL de uma
solucdo de azocaseina (10 mg mL™). Tal mistura foi incubada em banho-maria
sob temperaturas que variaram de 20 a 70 °C por 1 hora. Apoés, foram
adicionados 500 pL de &cido tricloroacético (TCA) 10% (m/v) para parar a reacéo,
os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 9.900 g e ao sobrenadante obtido
foi adicionado a 200 pL de uma solucdo de NaOH 1,8 M L™

Os ensaios foram feitos em duplicata, sendo que os brancos foram
preparados adicionando-se TCA 10% antes do periodo de incubacdo. A leitura
das amostras foi efetuada em espectrofotobmetro a 420 nm, sendo uma unidade
de atividade enziméatica definida como a quantidade de enzima necessaria para

aumentar a absorbancia em 0,01 sob as condi¢des do ensaio.

4.8. Determinacao da atividade queratinolitica

Para quantificar a atividade queratinolitica das enzimas dos isolados, foi
utilizado o substrato insollvel azoqueratina que, apesar da grande margem de
erros, permite a certificacdo da queratindlise por meio da liberacdo dos

grupamentos azo associados a queratina.

4.8.1. Producéo de azoqueratina

A azoqueratina foi sintetizada de acordo com o protocolo de Savitha et al.
(2007), com modificagbes. Foram feitas duas solucbes, A e B, separadamente.
Para a solugdo A, quatro gramas de farinha de penas previamente
desengorduradas foram maceradas até tornarem-se po, sendo adicionadas a um

béquer contendo 80 mL de agua deionizada. Esta mistura foi mantida sob
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agitacao e a ela foram adicionadas 8 mL de uma solucdo de NaHCO3 10% (m/v).
Para a solucdo B, em outro recipiente, foram dissolvidos 696 mg de &cido
sulfanilico em 20 mL de uma solucéo de NaOH 0,2 M L*, adicionando-se ainda
276 mg de NaNO,. Tal solucao foi acidificada acrescentando-se 1,6 mL de HCI 5
M L*, misturando-se por 2 minutos. Transcorrido esse tempo, neutralizou-se a
solucéo adicionando-se 1,6 mL de NaOH 5 M L™. A solugéo B foi adicionada a
solucéo A e a reacao resultante foi agitada durante 10 minutos.

A azogueratina, caracterizada por um substrato queratinoso de coloracéo
vermelho-alaranjado, foi filtrada a vacuo, lavada vérias vezes com agua destilada
e em seguida com tamp&o fosfato dissédico (0,1 M L™, pH 7,0) até que o pH do
filtrado atingisse um valor entre 6,0 e 7,0 e a absorbancia a 450nm fosse menor

do que 0,01, sendo finalmente seca em estufa a 30 °C.
4.8.2. Ensaio para atividade queratinolitica

Para a determinacdo da atividade queratinolitica, utilizou-se o método
descrito por Macedo et al. (2008), com modificacdes. Os ensaios foram
conduzidos durante 1 hora sob diferentes temperaturas incubando-se 100 uL do
sobrenadante enzimatico com 200 pL de uma suspensdo de 10 mg de
azoqueratina nos mesmos tampdes e nas mesmas condi¢cdes dos ensaios em
azocaseina. A reacao foi parada pela adicdo de 500 pyL de uma solugéo de &cido
tricloroacético 10%. Os ensaios foram feitos em quadruplicatas, sendo que o0s
controles foram preparados pela adicdo do acido tricloroacético antes da enzima.

Apos o periodo de incubacao, os tubos foram centrifugados a 9.900g por 5
minutos e o sobrenadante foi utilizado para a determinacdo da absorbancia em
espectrofotometro em um comprimento de onda de 440 nm. Uma unidade de
atividade enzimatica (U) foi considerada a quantidade de enzima necessaria para

aumentar a absorbancia em 0,1 nas condi¢gfes do ensaio.
4.9. Caracterizagao do extrato enzimatico bruto

4.9.1. Producdao das enzimas
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Aliquotas do cultivo em CFP foram coletadas no tempo méaximo de
atividade enzimatica em azocaseina, de acordo com o item 4.7, e utilizadas para
a caracterizacdo do extrato bruto para as amostras dos trés isolados proteoliticos.

Todos os ensaios foram realizados no minimo em triplicata.
4.9.2. Determinacao da temperatura 6tima

A determinacdo da temperatura 6tima de acdo enzimética foi realizada
utilizando-se o sobrenadante do cultivo em CFP no tempo de atividade proteolitica
maxima em azocaseina, pH 7,0. Foram testadas as temperaturas de 10, 20, 30,
40, 50, 60 e 70 °C, sendo que, na temperatura onde foi observada a maior
atividade, foram realizados ensaios diminuindo-se e acrescentando-se em 5 °C a

temperatura do experimento.
4.9.3. Determinacao do pH 6timo

Para a determinacdo do pH 6timo de atividade enzimatica, foi utilizado o
substrato azocaseina diluido em diferentes tampfes e pH, procedendo-se 0s
ensaios conforme o descrito no item 4.7, de acordo com a temperatura 6tima
determinada no ensaio anterior. Para pH entre 5,0 e 7,0, empregou-se o tampéao
Citrato 0,1 M L™ e para pH entre 7,0 e 9,5 o tamp&o Tris-HCI 0,1 M L™. O ensaio
com ambos tampdes no pH 7,0 deu-se para avaliar possiveis efeitos dos
reagentes tamponantes sob a atividade enziméatica em condi¢des idénticas. Os
resultados foram expressos como atividade absoluta e relativa, considerando-se o

pH de ocorréncia da melhor atividade como 100%.
4.9.4. Efeito de inibidores de proteases

Para determinar a natureza das proteases presentes no extrato bruto do
cultivo das trés bactérias antarticas, foram utilizados reagentes inibidores

especificos para diferentes classes de enzimas. Para a detec¢cdo de serino
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proteases, foi utilizado o seu inibidor fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) na
concentracéo final de 1 mM; para a avaliagdo da presenca de metaloproteases,
foram utilizados os agentes quelantes de ions metalicos acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) e 1,10-fenantrolina, também na concentracéo final de 1 mM;
para a deteccdo especifica de aspartico proteases, foi utilizado o inibidor
pepstatina A, na concentracdo final de 5 puM. Os inibidores, pouco solaveis ou
instaveis em agua, foram dissolvidos em acetonitrila ou isopropanol, de forma que
foram realizados controles incubando-se as enzimas com estes solventes
organicos, na concentracado de 1% (v/v), na auséncia de qualquer inibidor para
avaliar os seus efeitos sobre a atividade enzimatica.

Os ensaios para testar o efeito dos reagentes acima foram realizados em
azocaseina, como descrito no item 4.7, com o tampao de melhor atividade e o
sobrenadante do ponto 6timo de atividade proteolitica, adicionando-se o reagente
a ser testado 10 minutos antes da incubacdo em banho-maria sob a temperatura
otima de atividade enzimatica. O controle foi elaborado procedendo-se o ensaio
sem a adicdo de nenhum reagente. Todos 0s ensaios foram realizados em
triplicata, sendo que os resultados foram expressos em termos de atividade
relativa, considerando-se o controle como 100%.

4.9.5. Efeito de diferentes sais sobre a atividade enzimatica

Para verificar o efeito de sais sobre a atividade enzimatica, procedeu-se
com 0s ensaios para atividade proteolitica em azocaseina, como no item 4.7,de
acordo com o melhor pH e temperatura, adicionando-se 5 mM (concentracdo
final) dos seguintes sais: CaCl,, MgSQO,4, FeSO, e CuSO4. Os resultados foram
expressos como atividade relativa, considerando-se os controles, sem a adi¢édo de

nenhum sal, como 100%.

4.9.6. Efeito de detergentes sobre a atividade enziméatica

A fim de determinar o efeito de substancias surfactantes sobre a atividade

enzimatica dos isolados antarticos, foi realizada a pré-incubagdo das enzimas
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com um dos seguintes detergentes durante 10 minutos antes do ensaio de
atividade enzimatica, realizado de acordo com o item 4.7: Triton X-100 (0,1%),
Tween 20 (1%) e SDS (1%).Todos os ensaios foram realizados em triplicata,
sendo que os resultados foram expressos em termos de atividade relativa,

considerando-se o controle, sem a adicdo de nenhum detergente, como 100%.
4.9.7. Efeito de NaCl sobre a producéo enzimatica

Para determinar o efeito de diferentes concentracdes de NaCl sobre a
producdo de proteases, realizou-se o cultivo dos isolados antarticos no meio CFP
como descrito no item 4.5,de acordo com a temperatura Otima de cultivo,
acrescendo-o de 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 e 1 M L™ de sal. Os cultivos foram
realizados de acordo com as temperaturas e pH Otimos por até 7 dias,

procedendo-se 0s ensaios enzimaticos em azocaseina como descrito no item 4.7.
4.9.8. Zimogramas

Para a analise da atividade proteolitica dos trés isolados bacterianos, foram
realizados zimogramas de acordo com o método de Sharma e Gupta (2010), com
modificac¢des. Vinte microlitros do sobrenadante de cultivo em CFP de acordo com
as condi¢fes Otimas determinadas nos ensaios anteriores, foram aplicados em
um gel de poliacrilamida 12%, acrescido de 1 mg L™ de gelatina, sem
desnaturacao por calor.

Depois da eletroforese, realizada a 150 V, 23 mA, o gel foi submetido a
lavagem por duas vezes com o tamp&o Tris-HCI 0,1 M L™ contendo o detergente
Triton X-100 (2,5%) por 30 minutos. Foi realizada uma ultima lavagem somente
com o tampao por 1 hora sendo o gel incubado no tampéo de desenvolvimento a
30°C overnight, composto por Tris-HCI 0,1 M L™, 5 mM L™ CaCl, e 100 mM L™ de
NaCl. Ap6s esse periodo, o gel foi corado com Comassie Brillant Blue R-250 e
descorado com uma solucdo de acido aceético 10% e metanol 50% em agua
destilada. As bandas de proteodlise sdo visualizadas como zonas claras no gel

corado de azul.
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A fim de avaliar o efeito de inibidores de proteases, outros zimogramas
foram realizados da mesma maneira, porém com a adicdo de 10 mM
(concentracao final) de PMSF ou EDTA aos tampdes de lavagem e de incubacao

dos géis.
4.10. Purificagéo parcial enzimética de Lysobacter concretionis A03

A linhagem bacteriana que apresentou os melhores resultados visuais na
degradacdo dos substratos queratinosos, maior quantidade de proteina soltuvel no
sobrenadante de cultivo e as maiores atividades proteolitica e queratinolitica, foi
escolhida para a etapa de purificacdo parcial da(s) sua(s) enzima(s). A fim de
avaliar o melhor método, do ponto de vista de rendimento e demanda de tempo,

trés abordagens foram utilizadas.
4.10.1. Precipitacdo com sulfato de amonio

O isolado bacteriano foi cultivado sob condi¢cfes 6timas para a producéo da
enzima em frascos contendo CFP com volume de 50 mL. O sobrenadante do
tempo 6timo para a producao da protease foi centrifugado por 10 minutos a 9.900
g e utilizado para a precipitagdo com sulfato de amonio nas concentracdes de 30
e 60%. O calculo da quantidade de sulfato de amdnio necessério para a faixa de
saturacao escolhida foi realizado com base no volume de sobrenadante obtido, de
acordo com Scopes (1994).

Apbs a adicdo de sulfato de amonio na quantidade calculada, a solucéo foi
incubada sob agitacdo a 4 °C por 1 hora, sendo entéo centrifugada a 10.000 rpm
por 15 minutos. Os precipitados obtidos foram ressuspendidos em tampao fosfato
dissédico 0,1 M L™ pH 7,0 em um volume final de até 2 mL, procedendo-se a sua
dialise contra o0 mesmo tampéao por um periodo de 12h a 4 °C sob agitagao.

A atividade proteolitica e queratinolitica foram avaliadas em azocaseina e
azoqueratina como nos itens 4.7 e 4.8.2, respectivamente, sendo a fracdo com a
melhor atividade sob o substrato testado utilizada para a cromatografia de

filtracdo em gel e para a purificacdo por particdo em trés fases (TPP).
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4.10.2. Cromatografia liquida de filtragcdo em gel

A fracdo precipitada que apresentou a melhor atividade proteolitica obtida
na etapa anterior foi aplicada em colunas para cromatografia liquida de filtracédo
em gel (20 X 0,8 cm), cada uma contendo as seguintes resinas para a separacao
das proteinas: Sephadex G-75, G-100 e G-200. Aplicou-se um volume de até 5 %
do volume total da coluna e eluiu-se com o mesmo tampdo da amostra
ressuspendida (Fosfato dissédico, pH 7,0, 0,1 M L™ ). Foram coletadas 25 fra¢ées
de 1 mL, as quais foram submetidas a leitura em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 280 nm para a estimativa da concentracdo de proteinas
e testadas quanto a atividade proteolitica em azocaseina (item 4.7). As fracdes
coletadas na coluna que apresentou o melhor resultado de acordo com o valor da
atividade especifica, dado pela razdo entre a atividade enzimatica e a quantidade
de proteinas, e de acordo com o rendimento da purificacdo, foram selecionadas

para a realizacdo do SDS-PAGE.
4.10.3. Purificagdo por extracdo em sistema aquoso bifasico

A purificacdo parcial através da extracdo bifasica das proteinas foi
realizada segundo o método de Lima et al. (2002). Foram preparadas as
seguintes solucdes estoque, todas na concentracédo de 50% (m/v): polietilenoglicol
(PEG 4000), citrato de sédio, sulfato de aménio, sulfato de magnésio e sulfato de
zinco.

Em tubos para centrifuga de 15 mL, foram adicionados 4 mL da solugéo de
PEG 4000, 4 mL da solucdo de um dos sais e, por ultimo, 2 mL de sobrenadante
bruto obtido de acordo com o item 4.7 Os tubos foram homogeneizados e
centrifugados a 4 °C por 10 minutos a 2.800 g, sendo entdo incubados sob
refrigeracdo por até 12 horas até a obtencdo do total equilibrio entre as fases,
guando estas foram finalmente separadas cuidadosamente e aliguotadas em
tubos para microcentrifuga.

A atividade proteolitica de ambas as fases das extracdes com os diferentes

sais foi avaliada, assim como a quantidade de proteinas sollveis, e o coeficiente
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de particdo, definido como a concentragcdo de proteinas (Kp) ou atividade
enzimatica (Kc) na fase superior dividido pelo valor correspondente obtido na fase
inferior, foi calculado, de acordo com a seguinte formula:

K :KI
Ks

onde Ky e Kg sdo os valores da concentracdo de proteinas ou atividade

enzimatica nas fases superior e inferior, respectivamente (TUBIO et al., 2009).

4.10.4. Purificacdo através da particdo em trés fases (TPP)

A extracdo enzimatica através da particdo em trés fases foi realizada
baseando-se no método descrito por Chiarini e Penna (2003) com modificacdes. A
um volume de 1 mL de sobrenadante precipitado com sulfato de aménio (se¢éo
4.10.1) adicionou-se 500 pL de n-butanol a temperatura ambiente. Apds agitacéo
em vortex, a solucdo foi incubada a temperatura ambiente por 30 minutos e
procedeu-se a centrifugacdo a 3.800 g durante 10 minutos. As trés fases
formadas (superior contendo o n-butanol, intermediaria contendo proteinas e
outros contaminantes desidratados e inferior aquosa) foram separadas, sendo
realizados os ensaios de atividade enzimatica e quantificacdo de proteinas pelo
método de Lowry et al. (1951) a fim de determinar o coeficiente de particdo do

sistema, conforme o item 4.10.3, e recuperac¢éo das enzimas.

4.11. Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida

Apbés as etapas de purificacdo parcial do extrato bruto do isolado
bacteriano selecionado, os padrdes protéicos obtidos através dos diferentes
meétodos testados foram analisados através da eletroforese desnaturante em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE).

As amostras obtidas através dos métodos de purificacdo por cromatografia
liquida, extracdo aquosa bifasica e extragdo por particdo em trés fases foram
quantificadas através do método de Lowry et al. (1951). Uma concentracdo de

aproximadamente 20 pg de proteina de cada amostra foi precipitada através da
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adicdo de uma solugdo de &cido tricloroacético 20% em acetona. A mistura foi
mantida sob refrigeracéo overnight e entdo centrifugada por 15 minutos a 12.900
g. O sobrenadante foi descartado, o pellet ressuspendido em acetona 100% e
centrifugado por 5 minutos a 12.900 g duas vezes, a fim de retirar possiveis
Impurezas.

O pellet resultante foi ressuspendido em 25 uL de tampao de amostra (1
mL de Tris-HCI 500 mM pH 8,0; 0,8 mL de glicerol; 1,6 mL de solu¢cédo de SDS 100
g L% 0,4 mL de B-mercaptoetanol; 0,4 mL de solucdo de azul de bromofenol 10 g
L™ e 3,8 mL de &gua destilada) e a mistura foi incubada por 5 minutos em bloco
térmico na temperatura de 100 °C. A seguir, as amostras foram aplicadas em gel
de poliacrilamida 12 % contendo 0,1% de SDS 10%.

A separacdo das proteinas, de acordo com o0 seu peso molecular foi
realizada através da aplicacdo de campo elétrico (150 V, 25 mA) e a visualizacao
das bandas foi possivel através da coloracédo do gel com Comassie coloidal. Para
determinar o tamanho das bandas proteicas, foi utilizado o marcador de massa
molecular BenchMark™
a 220 kDa.

Protein Ladder (Invitrogen), com proteinas na faixa de 10

4.12. Caracterizacdo das proteases de Lysobacter concretionis A03

Apols a etapa de purificacdo através dos diferentes métodos utilizados,
procedeu-se a caracterizacdo do produto obtido com o maior rendimento e fator
de purificacéo.

4.12.1. Determinagédo do pH e temperatura 6timos

Para determinar o pH e temperatura 6timos, foram realizados ensaios de

atividade enzimatica em azoqueratina, de acordo com os itens 4.9.2 e 4.9.3.

4.12.2. Estabilidade térmica

A estabilidade térmica das enzimas produzidas pela bactéria caracterizada
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foi realizada pela incubacéo das amostras nas temperaturas de 37, 55 e 70 °C,
retirando-se aliquotas nos intervalos de tempo 0, 5, 15, 30, 60 e 120 minutos. Em
seguida, procederam-se 0s ensaios enzimaticos em azocaseina de acordo com o

tempo e temperatura 6timos determinados.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Identificacéo inicial dos micro-organismos

Dez isolados morfologicamente distintos foram capazes de crescer no meio
AFP. Através das observacdes iniciais por microscopia optica, seis isolados foram
identificados como bactérias, 4 Gram-negativas (nomeadas como A03, A04, A05 e
Al17U) e 2 Gram-positivas (nomeadas como A0l e A08). Os demais 4 isolados
foram identificados como leveduras (homeadas como A06, A09, A10U e A12U).

Brandelli (2008) destaca que a maioria das queratinases descritas tém sido
identificadas em bactérias Gram-positivas como Bacillus licheniformis, B. subtilis,
Streptomyces pactum e Microbacterium. Contudo, exemplos de micro-organismos
Gram-negativos com potencial queratinolitico, como Vibrio., Lysobacter e
Chryseobacterium, tém se tornado mais frequentes.

Os testes quanto a capacidade proteolitica em AL evidenciaram que
apenas trés isolados, todos bacterianos (A03, A08 e A17U), produziram halos de
protedlise neste meio, em diferentes temperaturas, preferencialmente entre o pH
7,0 e 9,0 (Figura 2). A preferéncia por meios alcalinos € amplamente relatada para
as gueratinases, sendo que a maioria delas possuem o6timos entre pH 7,5 e 10
(BRANDELLI, 2008). A relacdo entre o diametro dos halos e o didametro das
colbnias, apos 7 dias de crescimento variou de 0,11 cm para o isolado A03, a 9 °C
a 1,78 cm para o isolado A17U a 24 °C (Tabela 1). O crescimento bacteriano
ocorreu em todos os isolados entre pH 5,0 e 11, porém, neste ultimo, ndo houve a
formacao de halos indicativos de protedlise.

Brandelli e Riffel (2006) descreveram uma relacao halo/crescimento de 0,1
cm e 0,5 cm, apos 24h de crescimento a 22 e 30 °C, respectivamente, para o
isolado Kr6, pertencente ao género de bactérias Gram-negativas
Chryseobacterium. O isolado mostrou-se capaz de degradar penas
completamente entre as temperaturas de 25 a 37 °C e pH entre 6,0 e 8,0. Tork et
al. (2010), trabalhando com amostras coletadas na industria avicola da Arébia
Saudita, isolaram uma linhagem de Pseudomonas cuja relagéo halo/crescimento

foi de 2,8 cm quando incubada em &gar leite a 37 °C por 24h. Através da
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precipitacdo e purificacdo, foi possivel a identificagdo de uma protease de 30 kDa

com capacidade de degradar penas preferencialmente a 37 °C e pH 8,0.

Tabela 1. Atividade proteolitica em AL sob diferentes temperaturas, pH 7,0, dos
isolados antérticos apds 7 dias de incubacédo. Valores séo referentes a relacéo
didmetro dos halos/ diametro das colonias.

Isolados Identificacdo inicial Hidrélise em AL Tamanho do halo de protedlise

9°C 24°C 30°C
AO01 Bactéria Gram + Nao 0 0 0
AO03 Bactéria Gram — Sim 0,11 15 1,6
A04 Bactéria Gram — Nao 0 0 0
AO05 Bactéria Gram — Nao 0 0 0
A06 Levedura Nao 0 0 0
A08 Bactéria Gram + Sim 0,48 0,45 0,7
A09 Levedura Nao 0 0 0
A10 Levedura Nao 0 0 0
Al2 Levedura Nao 0 0 0
Al17U Bactéria Gram — Sim 1,19 1,78 1,55

Diametro dos halos expresso em centimetros. Resultados sdo a média de dois
experimentos.

2940203

Figura 2. Producdo de zonas claras em placa de agar leite pelos isolados
antarticos apos 7 dias de cultivo. Foto reletiva a placa cultivada a 4 °C, pH 7,0.
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5.2. Identificagdo molecular

Os seis isolados bacterianos que apresentaram crescimento em AFP e em
AL, mesmo aqueles ndo formadores de halos de protedlise, foram submetidos a
amplificagéo e sequenciamento do gene do rRNA 16S. A identificag&o inicial das
amostras, até o nivel taxonémico de género, foi realizada através da ferramenta
BLAST do NCBI, utilizando as sequéncias ja verificadas e editadas manualmente
no programa Bioedit.

De acordo com os resultados da busca por similaridade do BLAST (Tabela
2), todos os isolados foram identificados como pertencentes a géneros distintos,
sendo que trés deles (Rhodococcus, Burkholderia e Aranicola) nunca foram antes
associados a presenca de proteases queratinoliticas.

O género Arthrobacter foi relatado como produtor de queratinases pelos
trabalhos de Nilegaonkar et al. (2002) e Lucas (2003), enquanto o género
Lysobacter sp. foi reportado como produtor de proteases queratinoliticas
extracelulares por Allpress et al. (2002). O género Chryseobacterium sp. teve a
sua capacidade proteolitica avaliada por Riffel et al. (2007) e Brandelli (2005), que
constataram uma alta capacidade de degradacéo de substratos queratinosos pelo
isolado da linhagem kr6 pertencente a esse género. Wang et al. (2008)
identificaram trés metaloproteases extracelulares com atividades de queratinase e
elastase no isolado identificado como C. indologens TKUO014, quando cultivado

em farinha de casca de camarao.

Tabela 2. Identificacdo molecular dos isolados bacterianos através do
sequenciamento do rDNA 16S.

Isolado Identificacdo 16S rDNA pb  N° Acesso GenBank Similaridade Classe
A01 Rhodococcus sp. 935pb DQ530478.1 94% Actinobacteria
A03 Lysobacter sp. 1150pb AM111012.1 99% Gammaproteobacteria
A04 Burk holderia sp. 1246pb AB622682.1 99% Betaproteobacteria
A05 Aranicola sp. 1396pb AM398227.1 100% Gammaproteobacteria
A08 Arthrobacter sp. 1224pb FR682677.1 97% Actinobacteria
Al7U Chryseobacterium sp.  1278pb AJ495802.1 98% Flavobacteria

46



5.3. Cultivo em CFP

Os isolados A03, A08 e Al7U, identificados respectivamente como
Lysobacter sp., Arthrobacter sp. e Chryseobacterium sp. foram selecionados para
a prospeccao por atividade queratinolitica em meio CFP, dada a sua capacidade
de formacé&o de halos indicativos de protedlise em AL.

Os ensaios Iniciais em azocaseina e azoqueratina demonstraram que 0S
trés isolados sédo produtores de proteases queratinoliticas, sendo que a linhagem
Lysobacter AO3 se destacou por apresentar as maiores atividades proteolitica e
queratinolitica, de 4,99 e 3,62 U mL™, respectivamente, assim como a maior
guantidade de proteinas soluveis no sobrenadante, apds 7 dias de cultivo (Tabela
3). O isolado Arthrobacter AO8 apresentou atividades um pouco abaixo daquelas
registradas para A03, enquanto a linhagem Chryseobacterium A17U foi o terceiro
isolado em atividade enzimatica tanto em azocaseina quanto em azoqueratina.

A partir de 48h de cultivo a 20 °C, foi possivel observar a alcalinizacdo dos
meios do pH inicial 7,0 para 8,0-8,5 para as trés bactérias (Tabela 3). Essa
alcalinizacdo manteve-se constante, ndo passando do pH 9,0 durante todo o
cultivo. Daroit e colaboradores (2009) ressaltam que a alcalinizacéo do cultivo em
CFP, devida as reacbes de deaminacdo dos polipeptideos, € um importante

indicativo da hidrélise dos substratos queratinosos.

Tabela 3. Avaliacdo das atividades proteolitica, queratinolitica e proteina soluvel
dos trés isolados antarticos ap6s 7 dias de cultivo em CFP a 20 °C, pH inicial 7,0.
Ensaio realizado por 1 hora a 30°c, pH 7,0. Desvio padréo entre parénteses.

Isolado Azocaseina (U/mL) Azoqueratina (U/mL) Proteina Soltvel mg/mL) pH Final

AO3 4,99 (¢ 0,2051) 3,62 (+ 1.2335) 1,13 (+ 0,3339) 8,5
A0S 0,665 (+ 0,9291) 0,365 (+ 0,2026) 1,11 0,047) 8
AL7U 0,65 (+ 0,02082) 0,77 (+ 0,2082) 0,73 (+ 0,086) 8
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Na avaliacdo visual dos cultivos em CFP (Figura 3) foi possivel constatar
que a bactéria Lysobacter AO3 foi a mais efetiva na degradacdo do substrato,
seguida por Arthrobacter A08. Chryseobacterium Al7U mostrou-se menos
eficiente na degradacdo da farinha de penas, ndo sendo percebida uma grande
diferenca em relagéo aos controles n&o inoculados, apesar de nos ensaios em AL
esse isolado ter se mostrado o produtor dos maiores halos indicativos de hidrélise

da caseina do leite (Figura 2).

Figura 3. Aspecto visual do meio CFP inoculado com Lysobacter A03 (a),
Arthrobacter A08 (b) e Chryseobacterium A17U (c) ap6s 7 dias de cultivo a
20 °C, pH 7,0 (inicial), 125rpm. ICTA-UFRGS, 2011.

A atividade inicial em azocaseina, conduzida a 30°C, pH 7,0 (Figura 4),
demonstrou que as trés linhagens foram capazes de produzir uma maior
quantidade de proteases sob a temperatura de cultivo de 20°C, sendo que na
temperatura de 30 °C a atividade enzimatica foi reduzida em cerca de 50% para
as trés bactérias. O crescimento bacteriano e hidrélise da farinha de penas foram
gradativamente reduzidos com o aumento da temperatura de cultivo até a sua
quase ou completa inibicdo a temperatura de 40 °C, quando nao foi observada
turbidez no meio nem pode ser detectada atividade proteolitica significante em
azocaseina.

A temperatura 6tima de cultivo, de 20 °C encontra-se dentro da faixa de
crescimento dos micro-organismos psicrotréficos. De acordo com Denner et al.
(2001) no ambiente antértico, as bactérias psicrotréficas e psicrofilicas sao
predominantes e desempenham papel crucial na reciclagem de nutrientes, de

forma que a preferéncia por temperaturas reduzidas para a queratinolise pelas
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bactérias Antérticas, em relacdo as bactérias queratinoliticas meso e termofilicas
descritas, era, de certa forma, esperado. No entanto, Gushterova et al. (2005),
trabalhando com amostras de solo da ilha Livingston, peninsula Antartica,
detectaram a presenca de dezenove linhagens de actinomicetos termdfilos e
mesofilos, entre elas, Streptomyces flavis e Microbispora aerata, um resultado
inesperado, como argumentado pelos proprios autores, que afirmam ainda que
tais linhagens podem ser originadas da poluicdo no continente ou mesmo que tais
linhagens sejam reliquias das eras Paleozbéica e Mesozoica, quando as

temperaturas na Antartida eram bem superiosres as registradas atualmente.

11

20°C 30°C m40°C

Atividade Enzimatica (U/mL)
(=]
=

AO03 AO08 Al17U
Linhagens

Figura 4. Atividade enzimatica em azocaseina, 30°C, pH 7,0, dos isolados
Lysobacter sp. (A03), Artthrobacter sp. (A08) e Chryseobacterium sp. (A17U) no
tempo 6timo de cultivo, pH 7,0 (inicial), 125rpm e diferentes temperaturas.
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5.4. Crescimento em diferentes condi¢cfes e meios de cultivo

Os isolados Lysobacter sp. A03, Arthrobacter sp. AO8 e Chryseobacterium
sp. A17U foram inoculados em diferentes substratos queratinosos, sendo eles
Caldo pena (CP), Caldo Cabelo (CC) e Caldo Unha (CU), na temperatura de
20°C, 125 rpm, sendo retiradas aliquotas dos meios de cultivo ap6s 15 e 30 dias
(Tabela 4).

Tabela 4. Avaliacdo da proteina sollvel nos substratos queratinosos apos 15 e
30 dias de cultivo sob agitacao a 20 °C.

Protefna soltvel (mg mL™)
Isolado CP CcC CuU
15dias 30dias 15dias 30dias 15dias 30dias
A03 0,51 0,61 0,18 0,11 0,078 0,49
A08 0,09 0,14 0 0,2 0,25 0,43
Al7U 0,31 0,44 0,082 0,1 0,25 0,37

Os resultados sdo a média de duas repeticdes.

No cultivo de 15 dias em CP, foi possivel observar o aumento da turbidez
do meio e a degradacéo visual das penas somente pelo isolado A03, sendo que
apos 30 dias de cultivo, ainda foi possivel verificar a presenca das raquis inteiras
das penas. A quantidade de proteina solGvel foi de 0,51 mg mL™ ap6s 15 dias de
cultivo a 20 °C e de 0,61 mg mL™ apés 30 dias de incubacéo, o que representa
um aumento de aproximadamente 20% na degradacdo do meio em relagao as
primeiras duas semanas de cultivo.

O isolado A17U foi o segundo isolado com maior liberagdo de proteinas
soltveis no meio CP, apresentando leve turvamento do cultivo, mas somente foi
possivel observar o desprendimento de parte das barbas e barbulas das raquis
das penas. A quantidade de proteina soltvel foi de 0,31 mg mL™ e 0,44 mg mL™*
apos 15 e 30 dias de cultivo a 20 °C, respectivamente, o que significa um
aumento de cerca de 41% na degradacao das penas.

J& para o isolado A0O8U, ndo houve modificagdo visual do meio CP quando

50



comparado ao cultivo controle (ndo inoculado). A quantidade de proteina soluvel
foi de 0,09 mg mL™* e 0,14 mg mL™ para 15 e 30 dias, respectivamente, o que
significa um aumento de mais de 50% nas duas ultimas semanas de cultivo.

Nagal e Jain (2010) testaram oito linhagens de Bacillus, isoladas de penas
em decomposic¢do, quanto a sua capacidade de degradar residuos queratinosos.
Em 24h de cultivo em substratos queratinosos, a quantidade de proteinas solUveis
variou de 0,49 mg mL" para Bacillus sp. KB087 a 1,294 mg mL™ para B.
licheniformis Kb059.

Os cultivos realizados em CU por 30 dias apresentaram a segunda maior
quantidade de proteinas solGveis, de 0,49 mg mL™ e 0,37 mg mL™ para os
isolados A03 e A17U, respectivamente. Para o isolado A08, o meio CU foi 0 mais
responsivo para a degradacdo da queratina, com uma liberagéo de 0, mg mL™ em
30 dias de incubacao.

Uma interessante aplicacdo médica para as enzimas queratinoliticas em
unhas humanas foi reportada por Mohorcic e colaboradores (2007).
Argumentando que a terapia topica de doencas nas unhas € limitada devido a
baixa permeabilidade das drogas através da camada de queratina, 0os autores
utilizaram queratinases para auxiliar na difusdo dos medicamentos através das
unhas. As analises de permeacdo demonstraram que a abordagem foi eficaz no
aumento da distribuicdo de drogas tépicas gracas a hidrolise promovida pelas
enzimas.

Nos cultivos das trés bactérias em CC, houve a menor producdo de
proteina solGvel entre os substratos queratinosos avaliados, mesmo a turbidez
dos meios ndo foi visualmente diferente entre os indculos e o controle, sendo que
a maior quantidade de peptideos liberados foi medida para o isolado Arthrobacter
sp. A08 (0,2 mg mL™) em 30 dias de cultivo, seguido pelo isolado Lysobacter sp.
A03, que produziu uma quantidade de 0,18 mg mL™ de proteina soltvel no
sobrenadante de 15 dias de cultivo.

Quando comparados aos cultivos em CFP apresentados na tabela 3, tais
valores séo bastante inferiores, provavelmente pelo fato de que neste meio a
queratina estda numa forma mais biodisponivel para a acdo das proteases

microbianas, devido ao pré-tratamento sobre altas temperaturas e pressao, que
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levam a quebra de parte das pontes dissulfeto entre os residuos de cisteina das
penas (BRANDELLI et al., 2010).

Mazotto et al. (2011), estudando o efeito do cultivo sob diferentes
substratos de trés linhagens de Bacillus sp., concluiram que o CFP foi o melhor
meio para a producao de queratinases quando comparado aos cultivos realizados
em CP das linhagens 1270 e 1273 de B. subtillis. O mesmo foi observado pelo
trabalho de Son et al. (2008), no qual a linhagem F3-4 de B. pumilis foi mais
efetiva na degradacdo de farinha de pena (97%) do que das penas

inteiraslevando a uma alta producéo de proteases queratinoliticas.

5.5. Perfil de crescimento e producao de enzimas proteoliticas

A producédo de proteases extracelulares é altamente induzivel pelo cultivo
em substratos protéicos, sendo que ela comumente ocorre durante a fase
estacionaria de crescimento bacteriano. Os componentes do meio, as variacfes
na razdo Carbono/Nitrogénio, a presenca de carboidratos mais facilmente
metabolizaveis e de ions metalicos influenciam na producéo de peptidases, assim
como a presenca de fontes para a assimilacdo rapida de nitrogénio, como
aminoécidos soluveis (GUPTA et al., 2002).

Ainda, considerando-se organismos psicrofilos e psicrotroficos, a sintese
de enzimas esta intimamente vinculada a temperatura do cultivo, sendo que para
compensar as taxas de reacao reduzidas em baixas temperaturas, a producéo
enzimatica por micro-organismos adaptados ao frio possui uma especificidade
cerca de dez vezes maior nesse intervalo de temperatura quando comparados
aos mesofilicos (FELLER & GERDAY, 2003). Tal fato torna qualguer aumento de
temperatura um evento dramatico para a reducéo da atividade enzimatica.

O delineamento da curva de crescimento das bactérias antarticas esta
demonstrado nas figuras 5, 6 e 7. Enquanto o isolado Lysobacter A03 apresentou
seu pico de crescimento por volta de 100 horas de cultivo, o isolado Arthrobacter
AO08 teve seu apice de crescimento aproximadamente na metade desse tempo,
em 50 horas, mantendo um platdé até cerca de 120 horas de cultivo, quando a

populacdo bacteriana comecgou a entrar na fase de declinio. Para a linhagem
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Chryseobacterium A17U, o pico de crescimento populacional se deu por volta das
80 horas de cultivo, declinando rapidamente apds esse periodo. Um fator
interessante a ser notado refere-se ao fato de que, apesar de possuidor da maior
atividade proteolitica, Lysobacter AO3 apresentou a menor contagem de células
vidveis quando inoculada em meio BHA a temperatura de cerca de 20°C.

A linhagem Lysobacter sp. A03 apresentou as maiores atividades
proteolitica e queratinolitica, de 11,59 mg mL™* e 2,58 mg mL™ , respectivamente,
sendo que o pico de atividade enzimética em azocaseina foi coincidente com o
inicio da fase de crescimento exponencial e o pico da fase estacionaria, entre 72
e 96 horas de cultivo em meio CFP a 20 °C. Especificamente, a atividade
queratinolitica teve seu apice logo apds, no quinto dia de cultivo, durante a fase
de declinio populacional (Figura 5).
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Figura 5. Perfil de crescimento (®), atividade proteolitica em azocaseina (¢) e

gueratinolitica em azoqueratina (m) do isolado Lysobacter sp. AO3 durante o
cultivo em CFP a 20°C, pH 7,0 (inicial),125 rpm. Curva de crescimento representa
o resultado de duas repeticées. ICTA-UFRGS, 2011.
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O isolado Arthrobacter sp. AO8 apresentou o pico de atividade proteolitica e
queratinolitica coincidentes, durante a fase estacionaria de crescimento, entre 48
e 96 horas de cultivo. Esse comportamento pode indicar a presenca de uma
protease com propriedade proteolitica e queratinolitica ou a acdo de proteases
menos especificas que atuam em conjunto com uma queratinase, aproveitando-
se dos residuos de queratina previamente hidrolisados por ela, de forma a facilitar
a degradacéao das cadeias polipeptidicas (Figura 6).
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Figura 6. Perfil de crescimento (®), atividade proteolitica em azocaseina (¢) e

queratinolitica em azoqueratina (m) do isolado Arthrobacter sp. AO8 durante o
cultivo em CFP a 20°C, pH 7,0 (inicial),125 rpm. Curva de crescimento representa
o resultado de duas repeti¢des. ICTA-UFRGS, 2011.

Em contrapartida, Chryseobacterium sp. A17U apresentou uma baixa
atividade enzimatica tanto sobre o substrato azocaseina quanto em azoqueratina,
durante todo o periodo de cultivo, independente da fase de crescimento
bacteriano. Ainda assim, a producdo 6Otima de proteases foi coincidente com o
pico de crescimento populacional, em aproximadamente 72 horas de cultivo
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(Figura 7). Similarmente, no estudo de Brandelli e Riffel (2005), a linhagem
Chryseobacterium sp. Kr6 atingiu a fase estacionaria de crescimento apos 24h de
cultivo em caldo pena entre temperaturas de 25 a 37 °C, também coincidindo com

a sua atividade proteolitica maxima.
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Figura 7. Perfil de crescimento (@), atividade proteolitica em azocaseina (¢) e

queratinolitica em azoqueratina (m) do isolado Chryseobacterium sp. A17U
durante o cultivo em CFP a 20°C, pH 7,0 (inicial), 125 rpm. Curva de crescimento
representa o resultado de duas repeticdes .ICTA-UFRGS, 2011.

A producdo de uma enzima esta relacionada com a fase de crescimento do
organismo que a produz. Em Bacillus, por exemplo, a sintese de proteases é
constitutiva ou parcialmente induzida, sendo controlada por mecanismos
complexos que operam durante a transicdo entre a fase de crescimento
exponencial para a estacionaria (PRIEST, 1977). Varias espécies de bactérias
tém a producdo de proteases vinculada a fase de crescimento estacionaria,
havendo pouca ou nenhuma producdo enzimatica durante a fase de crescimento
exponencial. Algumas excecdes séo as linhagens de B. subtilis ATCC 14416 e B.
sphaericus BSE 18, nas quais a producdo méaxima de enzimas esta associada ao
meio da fase de crescimento exponencial (KUMAR & TAKAGI, 1999).
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Szabo et al. (2000), a fim de avaliar o potencial queratinolitico de uma
linhagem termotolerante de Streptomyces graminofaciens, utilizaram a
comparacao entre a composicdo dos aminoacidos liberados dos fragmentos de
penas hidrolisados pelo isolado com fragmentos intactos como medida da
degradacdo dos residuos queratinosos, concluindo que a liberacdo de peptideos
e aminoacidos é um bom indicativo de protedlise.

A guantificacdo das proteinas solUveis revelou que o isolado Lysobacter sp.
AO03 apresentou a maior liberacdo de peptideos no sobrenadante, com um
aumento gradual até o pico, no sexto dia de cultivo em CFP, quando foram
registrados 2,39 mg mL™ , um dia apés o seu tempo maximo de atividade
enzimatica em azoqueratina.

A curva de proteinas sollveis para Arthrobacter sp. AO8 comportou-se de
maneira muito similar aquela de Lysobacter, porém, o pico de proteinas soluveis
no sobrenadante situou-se trés dias depois do ponto maximo de atividade
proteolitica e queratinolitica, no sexto dia de cultivo, com a liberacdo de um
maximo de 2,05 mg de proteinas por mL. Ja para o isolado Chryseobacterium
Al17U, a quantidade de proteinas liberadas no sobrenadante foi bastante inferior e
bastante estavel em todo o periodo, ndo passando de 1 mg mL™ no quinto dia de
cultivo (Figura 8).
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Figura 8. Quantificacdo de proteinas solUveis no sobrenadante dos trés isolados
antérticos durante o cultivo em CFP a 20°C, 125 rpm: (m) Lysobacter sp. A03; (¢)
Arthrobacter sp. A08; (A) Chryseobacterium sp. A17U. Resultados sdo a média de
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Nagal e Jain (2010) testaram oito linhagens de bactérias do género Bacillus
com capacidade queratinolitica. Destas, o isolado B. cereus KB043 foi
considerado o melhor degradador de penas, tendo liberado a maior quantidade de
proteina solavel (1,2 mg/mL) e apresentando também o maior nivel de atividade

queratinolitica (39,1 U/mL) em seis dias de cultivo a 37 °C.

5.6. Caracterizacdo do extrato bruto

5.6.1. Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica

A temperatura 6tima reportada para a maioria das queratinases situa-se entre
30 a 80 °C, mas ha relatos de micro-organismos cujas proteases sao otimamente
ativas a 100 °C (GUPTA & RAMMANI, 2006). J& entre as enzimas adaptadas ao
frio, a atividade catalitica maxima tipicamente situa-se abaixo dos 40 °C
(NICHOLS et al., 2002). Neste trabalho, os sobrenadantes enziméticos brutos
apresentaram picos de atividade em temperaturas mesofilicas a levemente
termofilicas, apesar de a melhor temperatura de cultivo ter sido determinada
dentro da faixa dos organismos psicrotréficos, ou seja, entre 20 e 30 °C.

As linhagems Lysobacter sp. AO3 e Chryseobacterium sp. A17U produziram
enzimas otimamente ativas na faixa dos 40 °C, enquanto as proteases de
Arthrobacter sp. AO8 apresentaram seu pico de atividade a 35 °C. Na faixa dos 30
aos 50 °C, os trés sobrenadantes enziméticos conservaram aproximadamente
60% da sua atividade maxima. (Figura 9).

Esse resultado pode ser explicado por meio da equagao de Arrhenius, que
permite calcular a variacdo da constante de velocidade de uma reacdo quimica

com a temperatura, descrita por:

-Ea/RT
K=Ae

onde K é a constante de velocidade, A € a constante pré-exponencial, E; é a

energia de ativacdo, R é a constante dos gases e T refere-se a temperatura
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absoluta. Assim, ocorre 0 aumento exponencial da taxa de reacdo K de acordo

com a elevacéo da temperatura.
14
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Figura 9. Efeito da temperatura sobre as proteases brutas produzidas por (m)

Lysobacter sp. A03; (¢) Arthrobacter sp. A0O8 e (V) Chryseobacterium sp. A17U
em ensaio enzimatico sobre sobre o substrato azocaseina, pH 7,0.. ICTA-
UFRGS, 2011.

Em micro-organismos psicrofilicos e psicrotréficos, as taxas reduzidas de
atividade em baixas temperaturas sdo compensadas por uma maior flexibilidade
do sitio ativo das enzimas. Com o0 aumento da temperatura, a probabilidade de
colisdo entre as moléculas € maior. No entanto, devido a prépria flexibilidade da
enzima, passado um determinado limite, a taxa de reacdo K rapidamente cai por
consequéncia da inativacdo enzimética devido a sua baixa estabilidade térmica
(FELLER & GERDAY, 2003).

Além disso, a otimizagédo da reacdo enzimatica em organismos adaptados ao
frio depende do alvo do catalisador: enzimas extracelulares devem ter uma maior
flexibilidade para adotar uma estratégia propria de ajuste aos parametros
cataliticos do meio do que enzimas intracelulares, das quais depende a

sobrevivéncia celular e que devem por isso ter uma maleabilidade menor
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(FELLER & GERDAY, 2003). Dessa forma, ao se trabalhar com o sobrenadante
bruto enzimatico, é razoavel que ocorra um desvio do que seria a temperatura
Otima na situacao de cultivo, no caso, de 20 °C para a faixa dos 30-40 °C, como

observado com os isolados antarticos estudados.

5.6.2. Efeito do pH sobre a atividade enzimética

Para avaliar o efeito do pH, os cultivos nos tempos de atividade enzimatica
Otima das trés bactérias selecionadas foram submetidos a ensaios sob o
substrato azocaseina a 30 °C para Arthrobacter sp. AO8 e a 40 °C para
Lysobacter sp. AO3 e Chryseobacterium sp. A17U.

As trés bactérias antarticas possuem proteases com caracteristicas neutras
a alcalinas (Figura 10). Para o extrato bruto do isolado Lysobacter sp. A03
observou-se um aumento de aproximadamente 40% na atividade proteolitica
entre o pH 7,0 e 8,5 em relacdo ao pH 6,5. Sua atividade méaxima foi alcancada
em pH 9,5, mantendo-se relativamente estavel na amplitude de entre 7,0 e 9,5,
com uma ligeira queda em pH 9,0. Esse comportamento pode ser devido a
presenca de mais de uma protease no extrato bruto, com 6timos em diferentes
pH.

A linhagem Arthrobacter sp. AO8 comportou-se de maneira similar, porém
suas proteases demonstraram-se um pouco mais alcalofilicas, com o0 aumento na
atividade das proteases vinculado a elevacao do pH, sendo que entre o pH 7,0 e
9,5 foi observada 75% da atividade enzimatica total. Seu pico de protedlise se deu
por volta do pH 8,0, com a atividade mantendo-se estavel até o pH 9,5.

Para a bactéria Chryseobacterium sp Al7U a elevagdo do pH foi
acompanhada pelo aumento na atividade proteolitica, sendo que entre pH 7,0 e
8,5 ocorreu um aumento de 37% na atividade proteolitica em relagcdo aos pH
acidos testados. A atividade maxima das suas proteases foi observada em um
pico bem definido sob pH 8,5. A partir de pH mais alcalinos, sua atividade

enzimatica foi rapidamente reduzida.
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Figura 10. Efeito do pH sobre as proteases brutas produzidas por (=) Lysobacter

sp. AO3; (#) Arthrobacter sp. AO8 e (V) Chryseobacterium sp. A17U em ensaio
enzimatico sobre o substrato azocaseina. Temperatura do ensaio de 35°C para
A08 e de 40°C para A03 e A17U. ICTA-UFRGS, 2011.

De acordo com a revisdo de Brandelli (2008), a maioria das queratinases
descritas é de natureza neutra a alcalina. Por exemplo, as enzimas dos isolados
Fervidobacterium pennavorans (FRIEDRICH & ANTRANIKIAN, 1996) e Kocuria
rosea (BERNAL et al., 2006), ambos produtores de serino proteases, tiveram suas
atividades maximas em pH 10, enquanto uma metaloprotease produzida por
Chryseobacterium Kr6 (RIFFEL et al., 2007), foi otimamente ativa em pH 7,5.

Tendo em vista os processos industriais, enzimas ativas em uma ampla
faixa de pH possuem uma notavel vantagem, pois ndo requerem um grande
controle para esse parametro, 0 que leva a uma diminuicdo nos gastos com
agentes tamponantes. Proteases alcalinas possuem um grande potencial
principalmente na industria de detergentes, pois sua atividade em pH elevado é

compativel com outros agentes quelantes e oxidantes adicionados a estes
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produtos. A Esperase e a Savinase, produzidas por linhagens alcalofilicas de
Bacillus spp., sdo exemplos comerciais de duas enzimas com um ponto
isoelétrico extremamente alto, este talvez o parametro mais importante para a sua
utilizacao (RAO et al., 1998).

5.6.3. Efeito de NaCl sobre a producdo enzimética

Uma vez que as amostras das quais foram isolados os micro-organismos
antarticos procedem de uma regido insular, as trés bactérias selecionadas foram
testadas quanto a sua tolerancia a diferentes concentracdes de NaCl.

Kushner (1978) definiu haléfilos moderados como organismos cujo
crescimento 6timo se da em concentracdes entre 0,5 e 2,5 M de NaCl, enquanto
bactérias capazes de crescer tanto na auséncia quanto em altas concentracdes
de sal foram denominadas halotolerantes ou extremamente halotolerantes, neste
altimo caso, quando o crescimento se estende em concentracdes superiores a 2,5
M.

O isolado Chryseobacterium A17U teve a sua atividade proteolitica inibida
ja na concentracao final de 0,05 M de NaCl, com uma reducao de 27 % na sua
atividade enzimaticano tempo 6timo de cultivo, em relacdo aqueles realisados
sem sal. Nas concentracbes entre 0,1 e 0,5 M, a atividade se manteve
relativamente estavel, com uma reducdo de 56% em relacdo aos cultivos sem a
adicao do sal.

A linhagem Arthrobacter A08 manteve a atividade estavel até a
concentracdo de 0,05 M de NaCl, sendo que a protedlise foi reduzida em
aproximadamente 40% na concentracdao de 0,1 M do sal. Curiosamente, na
concentragédo de 0,5 M, a atividade enzimatica sofreu um aumento de cerca de
44% em comparagao aos cultivos entre 0,1 e 0,4 M, 0 que pode dever-se a outros
fatores ndo detectados.

O isolado Lysobacter AO3 apresentou um leve aumento na sua atividade
enzimatica até a concentracao de 0,05 M de NaCl. Foi observado o turvamento
dos meios de cultivo logo nas primeiras 24h de incubacdo, assim como foi

constatada visualmente a hidrélise da farinha de penas. Nessa concentracédo de
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sal, a atividade enzimética chegou a um pico maximo de 11,37 U/mL no tempo
otimo de cultivo. Entre as concentracdes de 0,1 M a 0,2 M de NaCl, foi registrada
a diminuicdo na atividade enzimatica de Lysobacter AO3, sendo que entre 0,3 e

0,5 M a atividade enzimatica se manteve estavel (Figura 11).
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Figura 11. Efeito de NaCl sobre a producéo de proteases por: (=) Lysobacter sp.

A03; (#) Arthrobacter sp. A08 e (V) Chryseobacterium sp. A17U nos ensaios
enzimaticos realizados em substrato azocaseina, temperatura dos ensaios de
35°C para A08 e de 40°C para A03 e A17U, pH 8,0.

Uma vez que Lysobacter AO3 teve a melhor resposta nos cultivos com
NaCl, foi realizada uma curva de atividade enzimatica durante uma semana de
cultivo nas concentragdes de sal entre 0 e 0,2 M (Figura 12).

Constatou-se que até 0,1 M, a atividade enzimatica aumentou mais
rapidamente nos primeiros 3 dias do que nos cultivos sem a adi¢do de sal, apesar
de o maximo de atividade enzimatica ter sido observada para a concentracao de
0,05 M de NaCl. Porém, nas concentracdes de 0,1 e 0,2 M, a atividade enziméatica

se manteve mais estavel e préxima aquela observada nos cultivos sem a adicao
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de sal.

Ventosa et al. (1998) destacam que, curiosamente, a requisicdo e
tolerancia ao sal variam de acordo com as condicbes de crescimento como
temperatura e composi¢cdo do meio, como no exemplo da bactéria Marinococcus
halophilus, a qual se desenvolve em concentracdes de sal tdo baixas quanto 0,01
M a 20 °C, mas que necessita de pelo menos 0,5 M de NaCl a 25 °C.

De forma semelhante, nos cultivos sem sal, ocorreu a reducédo de
aproximadamente 43% da atividade enzimética de Lysobacter AO3 com o
aumento da temperatura de incubacao de 20 °C para 30°C, enquanto nos cultivos
realizados com 0,1 M de NaCl, essa reducao foi menos expressiva, ficando em
torno de 30%. Dessa forma, h4 a sugestdo de que a adicdo de sal aos cultivos
exerce um efeito protetor sobre as enzimas do isolado A03, fator que pode ser

explorado quando do seu emprego em larga escala.
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Figura 12. Efeito de NaCl sobre a producao de proteases em Lysobacter sp. A03.
Ensaios enzimaticos realizados sobre o substrato azocaseina a 40°C, pH 8,0..
Resultados sdo a média de duas repeti¢des. ICTA-UFRGS, 2011.
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5.6.4. Efeito de diferentes sais sobre a atividade enziméatica

Substancias como ions metalicos, sdo conhecidas por exercer efeitos
variados sobre a atividade de proteases. Entre as quatro substancias testadas,
somente o fon Cu®* exerceu acéo inibitria sobre as proteases dos trés isolados,
reduzindo em 25%, 18% e 25% a atividade enzimatica dos isolados A03, A08 e
Al17U, respectivamente. Os ions Ca*", Mg2+ e Fe* provocaram o aumento na
atividade enzimatica das trés linhagens entre 110% para o fon Mg?* e até 368%
para o fon Fe?" (Tabela 5).

A presenca de cations, como o Ca®*, no meio reacional, tem sido
relacionada a protecdo das enzimas contra a desnaturacao térmica, autolise e a
uma maior estabilizacdo da estrutura terciaria em metaloproteases (KUMAR &
TAKAGI, 1999).

Tabela 5. Efeito de sais sobre a atividade proteolitica em azocaseina das
enzimas do sobrenadante bruto produzido pelos isolados antarticos. Resultados
sdo a média de duas repeticdes. ICTA-UFRGS 2011.

Substancia Concentracao A03 A08 Al7U
Controle - 100% 100% 100%
CacCl, 5mM 120% 152% 127%
MgSO, 5SmM 110% 121% 110%
FeSO, 5mM 341% 368% 331%
CuSO, 5mM 25% 18% 25%

5.6.5. Efeito de Detergentes sobre a Atividade Enzimatica

O efeito de surfactantes sobre a atividade enzimatica dos trés isolados esta
representado na Tabela 6. Os detergentes nao idnicos Triton X-100 e Tween-20
levaram a reducdo da atividade proteolitica nas linhagens Lysobacter sp. AO3 e
Arthrobacter sp. A08. Pelo contrario, no isolado Chryseobacterium sp. A17U,
Tween-20 levou a um aumento de 62% na atividade proteolitica.

O detergente i6nico SDS foi responsavel pelo aumento de até 649% na
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atividade enzimatica para o isolado Lysobacter sp. A03. Aumentos menores, mas
também muito expressivos, de 228 e 323% foram observados para Arthrobacter

AO08 e Chryseobacterium A17U, respectivamente.

Tabela 6. Efeito de detergentes sobre a atividade proteolitica das enzimas do
sobrenadante bruto produzido pelos isolados antérticos sobre o substrato
azocaseina. Resultados sdo a média de duas repeticdes. ICTA-UFRGS 2011.

Substancia Concentracéo AO03 A08 Al17U
Controle - 100% 100% 100%
Triton X-100 0,1% 77% 71% 71%
Tween 20 1,0% 75% 86% 162%
SDS 1,0% 649% 228% 323%

Apesar do efeito inibitrio no crescimento bacteriano causado por
surfactantes, como no estudo de Chen et al. (2000), onde demonstrou-se que
Triton X-100 em concentracBes de até 0,024 mM inibiu a taxa de crescimento de
Mycobacterium sp. e Pseudomonas sp., varios outros trabalhos relatam uma
acentuacédo na atividade proteolitica dos extratos de cultivo brutos e das enzimas
parcialmente purificadas. Por exemplo, a enzima queratinolitica Ker 1, isolada de
Bacillus pumilus, mostrou-se altamente estavel quando incubada com detergentes
nao iGnicos assim como demonstrou ser relativamente estavel na presenca de
SDS (ZOUARI, et al., 2010). De forma semelhante, a linhagem KS12, pertencente
a mesma espécie, produtora de uma queratinase de 45 kDa, teve a sua atividade
enzimatica aumentada em até duas vezes por detergentes como Triton X-100,
SDS e Tween-80 (RAJPUT, et al., 2010).

Surfactantes sdo moléculas anfipaticas capazes de diminuir a tenséo
superficial através do seu acumulo na interface de fluidos imisciveis, levando ao
aumento da solubilidade, motilidade, biodisponibilidade e subsequente
biodegradacdo de compostos hidrofébicos ou insoluveis (SINGH et al., 2007).
Dessa forma, um possivel mecanismo que levaria ao aumento da atividade
proteolitica pela acdo de surfactantes seria através do aumento da

biodisponibilidade do substrato, devido a diminuicdo da tensdo superficial e
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consequente aumento da sua area de contato para atuacdo das enzimas
(VOLKERING et al., 1995).

5.6.6. Efeito de inibidores de proteases sobre a atividade enzimatica

A atividade enzimética do extrato bruto das trés bactérias foi avaliada na
presenca de diferentes substancias a fim de caracteriza-las quanto a natureza do
seu sitio catalitico (Tabela 7).

O sobrenadante enziméatico de Lysobacter sp. AO3 foi inibido em 77 % na
presenca de PMSF, e em menor grau pela adicdo de EDTA. No entanto, o inibidor
especifico de metaloproteases 1,10-fenantrolina praticamente n&o interferiu na
acao enzimatica, o que sugere a presenca de serino proteases que requerem ions
metélicos no meio, os quais sédo quelados pelo EDTA. Ja a adicéo do inibidor de
aspartico proteases pepstatina A na concentracdo de 5 UM e dos solventes
organicos acetonitrila e isopropanol, ambos na concentracdo de 1% (v/v),
induziram o aumento da atividade enzimatica em até 23%.

A linhagem 16 de Streptomyces sp. foi reportada como produtora de quatro
gueratinases, todas as quais foram significativamente inibidas por PMSF a 1 mM,
indicando tratarem-se de serino proteases. Contudo, trés dessas enzimas
também foram fortemente inibidas por EDTA a 1 mM, sugerindo tratarem-se de
catalizadores relacionados a ions metalicos (XIE et al., 2010).

Suntornsuk et al. (2005) obtiveram resultados semelhantes com uma
linhagem termotolerante de Bacillus licheniformis produtora de uma queratinase
cuja atividade foi significativamente inibida por PMSF e parcialmente por EDTA,
possuindo, no entanto, afinidade por ions metalicos, sugerindo tratar-se de uma
serino protease.

A linhagem Arthrobacter sp. A08 teve a atividade enzimética do seu
sobrenadante bruto consideravelmente inibido por EDTA (64%) e em menor grau
por PMSF (25%). Considerando que 1,10-fenantrolina também inibiu a acao
proteolitica, em 18%, € possivel a producdo de pelo menos uma metaloprotease
extracelular pelo isolado, ndo descartando-se também a presenca de serino

proteases.
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De forma similar, Chryseobacterium sp. A17U mostrou-se produtor de
metaloproteases, pois a atividade enzimética do seu sobrenadante bruto foi
inibida fortemente pela adicdo de EDTA (82%) e de 1,10-fenantrolina (25%). A
incubacdo com PMSF reduziu a sua atividade em um pouco mais de 25%,
indicando a presenca também de serino proteases no sobrenadante do cultivo
bacteriano. Por outro lado, a adicdo do inibidor de aspartico proteases pepstatina
A (5 uM) nao provocou efeitos significativos em nenhum dos dois extratos

enzimaticos.

Tabela 7. Efeito de inibidores sobre a atividade proteolitica das enzimas do
sobrenadante bruto produzido pelos isolados antérticos sobre o substrato
azocaseina. Resultados sdo a média de duas repeti¢des. ICTA-UFRGS 2011.

Inibidor Concentragao AO3 A08 A17U
Controle - 100% 100% 100%
PMSF 1mM 23% 75% 73%

EDTA 1mM 55% 36% 18%
1,10-Fenantrolina ImM 95% 82% 75%
Pepstatina A 5uM 89% 106% 100%
Isopropanol 0,01 117% 92% 92%
Acetonitrila 0,01 123% 99% 89%

Brandelli (2008) destaca que a maioria das queratinases bacterianas
pertence ao grupo das serino proteases, mas dados acerca de metaloproteases,
principalmente produzidas por bactérias Gram-negativas, tém se tornado
disponiveis. Recentemente, uma queratinase de Microbacterium sp. foi purificada.
A enzima foi totalmente inibida por EDTA e por 1,10-fenantrolinia, ambos na
concentracdo de 5 mM, sendo caracterizada como uma metaloprotease de
aproximadamente 42 kDa (THYS & BRANDELLI, 2006). Trabalhando com a
linhagem de Bacillus subtilis MTCC (9102), Balaji et al. (2008) purificaram uma
metaloprotease de massa molecular entre 64 e 69 kDa com uma grande
capacidade de degradar o meio farinha de chifres, com potencial para a

bioconversao de residuos queratinosos derivados de atividades industriais.
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5.7. Zimogramas

Os zimogramas dos extratos brutos enzimaticos das trés bactérias
cultivadas em caldo farinha de penas, nas condi¢des Otimas determinadas, estao
apresentados nas figuras 13, 14 e 15 representando o resultado de, no minimo,
trés repeticoes.

O isolado Lysobacter sp. AO3 produziu nove zonas claras, indicativas de
protedlise no gel copolimerizado com gelatina (Figura 13). Na incubacéo por
aproximadamente 12 horas com o inibidor PMSF (10 mM) foi verificado o
desaparecimento de uma banda relativamente forte de atividade proteolitica e
outra de massa molecular um pouco inferior, que podem corresponder a inibicao
observada nos ensaios enzimaticos. Similarmente, no gel incubado com EDTA (10
mM), as mesmas duas bandas desapareceram, o que corrobora a natureza de
serino protease com requisicao de ions metalicos também observado através dos
ensaios enzimaticos neste trabalho e por trabalhos como o de Suntornsuk et al.
(2005) e de Xie et al. (2010).

A03

a b c

Figura 13. Zimogramas das proteases brutas produzidas por Lysobacter sp. AO3
no tempo 6timo de cultivo em CFP a 20°C. Controle (a), PMSF 1mM (b) e EDTA
1mM (c). ICTA-UFRGS, 2011.
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Bressolier e colaboradores (1999) ao estudarem o potencial queratinolitico
de Streptomyces albidoflavus Ki.o, observaram que a linhagem secretou pelo
menos seis proteases extracelulares quando cultivada em meio farinha de penas.
Quatro dessas enzimas foram inibidas na presenca de EDTA (10 mM) e nenhuma
atividade residual foi observada na presenca de PMSF, tanto na concentracao de
1 quanto 10 mM. A principal enzima foi identificada com sendo uma serino
protease de 18 kDa que exibiu 37% da atividade queratinolitica total identificada
no sobrenadante bruto.

Para a linhagem Arthrobacter sp. A08 foi possivel a identificacdo de uma
Unica banda proteolitica, a qual foi parcialmente inibida pela adicdo de PMSF e
totalmente inibida pela incubacdo com EDTA, resultado em concordancia com
aguele obtido nos ensaios enziméticos com inibidores, sugerindo a presenca de

uma metaloprotease no sobrenadante bruto da bactéria (Figura 14).

A08

Figura 14. Zimogramas das proteases brutas produzidas por Arthrobacter sp.
A08 no tempo 6timo de cultivo em CFP a 20°C. Controle (a), PMSF 1mM (b) e
EDTA 1mM (c). ICTA-UFRGS, 2011.
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Para Chryseobacterium sp. A17U foram observadas trés bandas claras
indicativas da acdo de proteases, sendo que a atividade enzimética foi inibida
somente na incubacdo com EDTA, situacdo na qual foi observada a presenca de
apenas uma das bandas visiveis no controle (Figura 15). Tal resultado é similar
aguele observado por Riffel et al. (2007) no estudo no qual os autores relataram a
producdo de uma metaloprotease pela linhagem Chryseobacterium sp. kr6, a qual
foi purificada e o seu peso molecular determinado em aproximadamente 64 kDa.
Silveira et al. (2010), relataram a purificagcdo de outra metaloprotease de 20 kDa
pela mesma linhagem. Ainda, Riffel et al. (2011) reportaram a producdo de
diversas proteases por esta linhagem quando cultivada em caldo pena e outros

meios.

Al7U

a b c
Figura 15. Zimogramas das proteases brutas produzidas por Chryseobacterium
sp. A17U no tempo 6timo de cultivo em CFP a 20°C. Controle (a), PMSF 1mM (b)
e EDTA 1mM (c). ICTA-UFRGS, 2011.

Proteases queratinoliticas, especialmente as do tipo metaloprotease,
podem ser de grande utilidade devido a sua facilidade de imobilizacdo em
suportes, 0 que diminui a ocorréncia de autdlise, facilita a separacdo dos produtos
e permite que a enzima seja reutilizada. Lin e colaboradores (1996) testaram a
imobilizacdo covalente da queratinase purificada de Bacillus licheniformis PWD-1

em pérolas de vidro. A queratinase imobilizada manteve 40% da sua atividade
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depois de 7 dias e foi capaz de hidrolisar tanto caseina quanto queratina.

Em adicdo, as metaloproteases também apresentam a vantagem de
poderem ser inativadas temporariamente através de agentes quelantes durante
sua estocagem (BRANDELLI, 2008).

5.8. Inferéncia filogenética

Dado o maior potencial biotecnolégico das proteases produzidas por
Lysobacter sp. A03, o isolado foi submetido a construcdo de arvores filogenéticas
para estabelecer a sua identidade no nivel de espécie. Um total de 1150 pares de
bases foram utilizadas para a construcdo da matriz de dados, juntamente com, no
minimo, uma sequéncia do gene ribossomal 16S de cada espécie do género
Lysobacter, reconhecidas de acordo com o trabalho de Weon et al. (2007).

Como grupo externo, foram utilizadas as sequéncias de Thermomonas
haemolytica, Luteimonas mephitis, Stenotrophomonas maltophilia, Xanthomonas
campestris, Pseudoxanthomonas broeghemensis e Xylella fastidiosa, também de
acordo com a revisdo de Weon et al. (2007).

A reconstrucdo filogenética revelou que o isolado Lysobacter sp. A03 foi
recuperado em um ramo com 100% de suporte juntamente com Lysobacter
concretionis, espécie bacteriana nunca antes descrita como produtora de
proteases queratinoliticas (Figura 16).

A distancia genética, dada pela distancia p entre a linhagem Lysobacter
concretionis AO3 e a linhagem Ko07 da mesma espécie, descrita por BAE et al.
(2005) foi de 0,014 + 0,003, enquanto a divergéncia entre as sequéncias de Ko07
e Lysobacter brunescens, uma das espécies mais proximas a ela, também de
acordo com a filogenia de BAE et al., foi de 0,056. Adicionalmente, a distancia
genética total da matriz de dados foi de 0,041 £+ 0,003. Dessa forma, a distancia
entre as sequéncias do rRNA 16S de A03 e Ko07 pode ser considerada dentro

daquela devida a divergéncia intraespecifica das espécies do género.

71



100

A03 €—

AB 161359 Lysobacter concretionis

g7 FN398321 Lysobacter enzymogenes
100 AM930380 Lysobacter enzymogenes
GU361114 Lysobacter enzymogenes

85 59— FJ657670 Lysobacter enzymogenes
DQ191179 Lysobacter yangpyeongensis
" 3 DQ462461 Lysobacter niabensis
Bl | 76 AB 166878 Lysobacter koreensis
g5 | AB 161361 Lysobacter gummosus
&7 -I AM941213 Lysobacter gummosus
100 FN398326 Lysobacter antibioticus
El FN398325 Lysobacter antibioticus
| DQ462462 Lysobacter niastensis
E DQ191178 Lysobacter daejeonensis
100 AB161360 Lysobacter brunescens
— GQ859167 Lysobacter brunescens
9 AJ300185 Thermomonas haemolytica
AJ012228 Luteimonas mephitis
AB008509 Stenotrophomonas maltophilia
” X95917 Xanthomonas campestris
—|5 n AJ012231 Pseudoxanthomonas broegbemensis
36 AF 192343 Xylella fastidiosa
0.005

Figura 16. Arvore de Neighbor-joining construida no programa MEGA segundo o
modelo de Kimura-2-parametros mostrando as relagdes filogenéticas da linhagem
Lysobacter AO3 (seta azul) com as espécies reconhecidas para 0 género e outras
espécies relacionadas. Os valores nos ndés representam 1000 réplicas de
bootstrap. A barra abaixo indica 0o numero de substituicbes por posicédo

nucleotidica.
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Christensen e Cook (1978) estabeleceram o0 género Lysobacter,
pertencente a classe Gammaproteobacteria, caracterizando-o como bactérias
Gram-negativas ndo produtoras de corpos de frutificacdo, cuja movimentacéo se
da por deslizamento e que possuem um alto conteddo de G+C. Atualmente, o
género conta com 10 espécies com nomes validos, de acordo com Bae et al.
(2005): L. enzymogenes (espécie tipo), L. antibioticus, L. brunescens, L.
concretionis L. koreensis, L. daejeonensis, L. yangpyeongensis e L. gummosus,
sendo que Weon et al. (2007) descreveram mais duas espécies: L. niabensis e L.
niastensis identificadas com base em reconstrucdes filogenéticas e analises do
perfil de acidos graxos.

Estudos demonstram alta capacidade proteolitica para os isolados do
género, como o trabalho de Folman et al. (2003) no qual foi observada a producéao
de proteases extracelulares e lipases por L. enzymogenes, além de altos niveis
de resisténcia a antibidticos como estreptomicina, canamicina e tetraciclina.

Allpress et al. (2002), ao investigarem o potencial proteolitico de uma série
de proteases extracelulares bacterianas, observaram que a linhagem de
Lysobacter NCIMB9497 apresentou uma taxa relativamente alta de atividade
queratinolitica, com temperatura 6tima de atividade a 50°C.

L. concretionis (BAE et al., 2005) foi isolada pela primeira vez da camada
de lodo do reator utilizado no tratamento da agua de uma cervejaria, sendo
caracterizada morfologicamente como bactérias aerdbicas, com formato de
bastbes e de coloracdo amarelo opaco mudando para um tom castanho em
periodos de incubacdo maiores do que trés semanas. Os testes quanto a
capacidade proteolitica revelaram que a linhagem é capaz de degradar gelatina
em 24 horas. As andlises filogenéticas, perfil de acidos graxos e testes
bioquimicos comprovaram a sua alocacdo dentro do género como uma nova

espécie do género Lysobacter.

5.9. Purificag&o parcial das enzimas de Lysobacter concretionis A03

O cultivo de 4 dias em CFP a 20 °C do isolado Lysobacter concretionis A03

foi centrifugado e submetido a precipitacdo com sulfato de amonio na
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concentracdo de 60%. Nesta faixa de saturacdo, a precipitacdo resultou na
recuperacdo de aproximadamente 94% da atividade proteolitica total presente no
extrato bruto. A atividade especifica, calculada pela razdo entre a atividade
proteolitica pela quantidade de proteinas soltveis foi de 4,1 mg mL™, resultando

num fator de purificagdo de 1,1 vezes no precipitado. (Tabela 8).

Tabela 8. Atividade proteolitica, queratinolitica e quantidade de proteinas
soluveis recuperadas ap0s a precipitacdo do sobrenadante do cultivo da amostra
Lysobacter concretionis A03.

Atividade proteolitica
Etapa Atividade Proteina Atividade Atividade

Da Azocaseina  Soluvel Azoqueratina Especifica Fator de
Purificacdo U/mL (mg/mL) U/mL U/mg Purificacdo
Extrato bruto 7,34 1,89 3,04 3,88 1
Precipitagéo 6,935 1,69 2,95 4,1 1,1

O sucesso do processo de precipitacdo de proteinas depende da
otimizacdo de parametros como a faixa de saturacdo a ser utilizada. Para avaliar
a melhor quantidade de sulfato de amoénio necessaria para precipitar uma
queratinase produzida pela linhagem 50-3 de Bacillus sp., 0 sobrenadante do
cultivo em CFP foi submetido a precipitacdo com o sal em varias faixas de
saturacdo. Determinou-se que a concentracao entre 40-80% de (NH,4).SO,, foi a
mais eficiente na recuperacao da atividade queratinolitica, com a melhor remocé&o
de proteinas ndo desejadas, sendo obtido um fator de purificacdo de 4,9 vezes e
uma atividade em azoqueratina de 679 U mL™. Através da cromatografia por
filtracdo em gel e posterior realizagcdo de SDS-PAGE foi possivel determinar a
massa da enzima em aproximadamente 30 kDa (ZHANG et al., 2009)

Ja para uma linhagem degradadora de penas do fungo Aspergillus oryzae,
a fracdo precipitada com 75-85% de sulfato de aménio apresentou a maior
atividade queratinolitica, com uma purificacdo de 3,3 vezes, tendo sido purificada

posteriormente, uma queratinase de 60 kDa através de técnicas de cromatografia
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liquida (FARAG e HASSAN, 2004).

5.9.1. Cromatografia por filtragdo em gel

A amostra protéica resultante da etapa de concentracdo com sulfato de
amonio foi fracionada e aplicada em colunas para cromatografia por filtracdo em
gel Sephadex G-100, G-200 e G-75. Em cada uma delas, foram coletadas 25
fracdes de 1 mL cada, eluidas no tampao fosfato dissédico (0,1 M mL™, pH 7,0).

No perfil de eluicdo da cromatografia realizada na coluna G-100 (figura 17)
€ possivel observar que ndo houve a separacdo satisfatéria das proteinas, uma
vez que o pico de absorbancia a 280 nm coincidiu com o pico de atividade
proteolitica. Além disso, os dois picos foram detectados a partir da terceira fracao
de 1 mL coletadas da coluna, atestando o fracionamento insatisfatorio dos
polipeptideos.

Atividade (UimL)
WU 08Z BIDUBQIOSOY

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Volume coletado (mL)

Figura 17. Perfil de eluicdo em coluna de filtracdo em gel G-100 de Lysobacter
concretionis A03: (e) absorbancia a 280nm, (m) atividade enzimatica em
azocaseina (U mL™). ICTA-UFRGS, 2011.

Na cromatografia realizada na coluna contendo a resina G-200 (figura 18),

o resultado foi inverso: houve uma boa separacdo das proteinas, sendo
75



observados dois picos bem definidos, o primeiro coincidente com o pico Unico do
perfil de eluicdo da coluna G-100 e o segundo localizado entre as fragbes nove e
quatorze. No entanto, a atividade enzimatica foi muito reduzida, ficando em
menos de 1 U/mL, espalhou-se entre as fracfes quatro e 18, ficando diluida em
excesso para a sua utilizacado nas demais etapas.

Ao purificarem a queratinase de Bacillus subtilis MTCC (9102), Balaji et al.
(2008) obtiveram um fator de purificacdo de 45 vezes através das cromatografias
de gel filtracdo e troca ibnica. A massa molecular da enzima foi determinada como
tendo por volta de 64 a 69 kDa. No entanto, essa linhagem é conhecida por
produzir grande quantidade de queratinase, de forma que a diluicdo provocada
pela cromatografia ndo foi um impedimento para a utilizacdo da técnica.

0,6 r 09

08
0,5
- 0,7
04 - 0,6

- 0,5

03

Atividade (U/mL)
wiu 08z eloueglosqy

- 0,4

0,2 03
- 0,2
0,1

- 0,1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
Volume coletado (mL)

Figura 18. Perfil de eluicdo em coluna de filtragdo em gel G-200 de Lysobacter
concretionis A03: (e) absorbancia a 280nm, (m) atividade enzimatica em
azocaseina (U mL™). ICTA-UFRGS, 2011.

Por outro lado, na cromatografia realizada na coluna contendo a resina G-
75, foi possivel aliar uma boa separagdo das proteinas com uma menor diluicao
da atividade enzimatica, apesar desta também ter sido bastante reduzida,

havendo a formacédo de um pico entre as fracfes quatro a dez (Figura 19). Dessa
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forma, as fragBes com atividade enzimatica da coluna G-75 foram reunidas e
utilizadas para a elaboracéao do gel SDS-PAGE.

Avaliando-se o0 padrédo de eluicdo das trés colunas utilizadas, é possivel
sugerir que a enzima responsavel pela maior parte da atividade proteolitica na
linhagem Lysobacter concretionis AO3 € de elevado peso molecular, pois em
todas as diferentes resinas empregadas, a atividade enzimatica foi observada
aproximadamente entre as fracdes 3 e 9 a 11. Mas tal confirmacdo dependeria da
utilizacdo de proteinas de peso molecular conhecido, como marcadores para
eluicdo nas colunas. Além disso, o processo de precipitacdo das proteinas pode
levar a formacédo de agregados protéicos que acabam por ser eluidos logo nas
primeiras fracdes da cromatografia.
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Figura 19. Perfil de eluicdo em coluna de filtracdo em gel G-75 de Lysobacter
concretionis A03: (e) absorbancia a 280nm, (m) atividade enzimética em
azocaseina (U mL™). ICTA-UFRGS, 2011.
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5.9.2. Extracao através de Sistema aquoso Bifasico (SAB)

A particdo através do sistema aquoso bifasico (SAB) oferece um meio
simples e eficiente para a recuperagdo de produtos em biotecnologia. Seu
principal uso tem sido na concentracdo e separacdo de proteinas e nha
bioconversdo de enzimas. O SAB se forma quando dois polimeros solGveis em
agua, ou um polimero e um sal inorgéanico, sdo adicionados a agua, levando a
separacdo do sistema em duas fases imisciveis (RAHIMPOUR & BAHARVAND,
2009).

A fim de avaliar o melhor sistema polimero/sal, foram testados diferentes
sais em combinagcdo com PEG. Dos quatro sais experimentados, somente o
citrato de sédio e o sulfato de amonio, ambos na concentracao de 50% em agua,
apresentaram uma boa separacdo visual do PEG, com o polimero na porcao
superior e o sal na inferior.

A atividade enzimética foi avaliada em ambas as fases, sendo 100%
recuperada na fracdo contendo o PEG para o sulfato de aménio e 74%, também
na porcdo com o polimero, para o citrato de sbédio (Tabela 9). As proteinas
soluveis foram recuperadas principalmente nas por¢des contendo 0s sais também

nos dois sistemas avaliados (Tabela 9).

Tabela 9. Atividade proteolitica e quantificacdo das proteinas sollveis do extrato
bruto e das fragcOes originarias do SAB da amostra Lysobacter concretionis A03.

Citrato Sulfato
de Sodio de Amdbnio
Extrato
Bruto PEG Sal PEG Sal
Atividade
Proteolitica 6,09 2,45 0,63 3,28 0
(U/mL)
Proteina
Solavel 1,57 0,24 0,41 0,08 0,15
(mg/mL)
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Considerando a atividade enzimética do extrato bruto com 100%, o
rendimento da purificacdo no sistema contendo citrato de sédio foi de 40%,
enquanto naquele contendo sulfato de amoénio foi de 54%. A atividade
queratinolitica na porcéo superior do sistema sulfato de amonio/ PEG foi a maior,
de 1,91 U mL™, mais do que o dobro daquela observada para o citrato de sédio,
que ficou em 0,74 U mL™. O fator de purificacdo do sistema contendo citrato de
sodio foi de 2,63 vezes, enquanto para o sulfato de aménio foi atingido um valor
de 10,57 vezes, sendo este escolhido para a realizacdo do SDS-PAGE (Tabela
10).

Os coeficientes de particdo Kc de ambos os sais indicam uma tendéncia
das enzimas em migrar para a porcao superior do SAB, onde encontra-se o
polimero. Contrariamente, o coeficiente de particdo Kp de ambos os sistemas
mostram uma tendéncia da maior parte das demais proteinas a se deslocar para
a porcao inferior aquosa. Tal fato é extremamente favoravel, pois propicia a
recuperacdo das enzimas livres de grande parte dos constituintes indesejaveis
(Tabela 10).

Tabela 10. Atividade queratinolitica e especifica (em azocaseina), fator de
purificacédo, rendimento e coeficientes de particdo do extrato bruto e das fracdes
origindrias do SAB da amostra Lysobacter concretionis A03.

Atividade Atividade Fator de Rendimento
Sal Queratinolitica  especifica Purificacao (%) Kc Kp
(U/mL) (U/mg)

Extrato

bruto 1,84 3,88 1 100 - -
Citrato de

sédio 0,74 10,21 2,63 40 3,89 0,59
Sulfato de

amoénio 1,91 41 10,57 54 3,28 0,53

Com o objetivo de determinar as condicbes Otimas para a separacao da
tripsina de pancreas bovino da alfa-quimiotripsina, Tubio et al. (2009) empregaram
0 sistema aquoso bifasico misturando PEG de diferentes pesos moleculares com

citrato de sédio de diferentes pH. Utilizando-se PEG3550 e citrato de sodio pH
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5,2, foi possivel a recuperacdo de 60% da tripsina em uma forma concentrada na
fase superior sendo atingido um fator de purificacdo da enzima de trés vezes.

Outro tipo de combinacdo, contendo PEG e um polissacarideo
microbiolégico foi utilizado para a purificacdo por SAB da lipase extracelular de
Burkholderia pseudomallei, simultaneamente a etapa de cultivo. O sistema
contendo 9,6% de PEG8000 e 1% de Dextran T500 proporcionou as melhores
condicbes para a producdo extrativa da enzima, que foi recuperada na fase
superior, juntamente com o polimero, com produtividade em torno de 92%,
enguanto a biomassa foi acumulada na fase inferior (OOl et al., 2011).

Outras substancias adicionadas ao sistema, como o sal NaCl, também
podem interferir no particionamento por SAB. Para a purificacdo das enzimas
pectinoliticas endo-PG, exo-PG, PL PE, foi utilizado o sistema aquoso bifasico
PEG/fosfato de potassio com a adi¢cdo de 6% de NaCl. Foi observado que para
trés enzimas, o sal teve efeito redutor sobre o coeficiente de particdo, com
excecdo de exo-PG, onde o maior coeficiente foi atingido com a adicdo de NacCl
(LIMA et al., 2002).

5.9.3. Extracédo através de Particdo em Trés Fases

O particionamento em trés fases (TPP) em misturas aguosas com butanol
pode ser utilizado para o fracionamento e concentracdo de proteinas, sendo um
método relativamente recente. O butanol € miscivel em agua, mas pode ser
induzido a formar uma fase separada através da adicdo de sal. Na presenca de
proteinas, pode-se formar uma terceira fase, intermediaria entre o butanol e a
aguosa, que consiste em polipeptideos concentrados e desidratados (PIKE &
DENNISON, 1987).

O meétodo foi avaliado utilizando-se a fracdo precipitada com 60% de
sulfato de amdbnio em mistura com meio volume de n-butanol. Apds a separagéo
das fases, a atividade enzimatica tanto em azocaseina quanto em azoqueratina,
foi detectada majoritariamente na fracdo inferior aguosa. Os coeficientes de
particdo Kc=0,056 e Kp=0,086 indicam uma tendéncia das proteinas a migrarem

para a porcao inferior aquosa, enquanto a por¢do lipofilica da mistura tende a
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migrar para a porcao superior, onde esta o alcool. Tal situacdo pode comprometer
a purificacdo das enzimas pois, apesar de uma grande quantidade de impurezas
terem sido retidas na fase intermediaria formada, quase a totalidade das proteinas
foi recuperada na mesma fase onde verificou-se a maior atividade enzimatica.

O fator de purificagdo da porcao inferior foi de 1,1 vezes, ou seja, cerca de
90% inferior aquele obtido no SAB PEG/Sulfato de amdénio. No entanto, foi
possivel a recuperacdo de aproximadamente 82% da atividade proteolitica do
precipitado, representando um rendimento 28% maior do que o obtido na extracao
por SAB com o melhor sal. Além disso, a atividade queratinolitica na fracao
inferior do TTP foi 46,5% maior do que aquela obtida no SAB com o sal Sulfato de
Amaonio (Tabela 11).

Tabela 11. Atividades enzimaticas, proteina soluvel, fator de purificacdo e
atividade especifica (em azocaseina) do precipitado e das fracGes originarias do
TPP da amostra Lysobacter concretionis A03.

Atividade Atividade Proteina Atividade Fator de
Azocaseina  Azoqueratina Soluvel Especifica  purificacdo
(U/mL) (U/mL) (mg/mL) (U/mg)
Precipitado

6,94 0,995 1,810 3,830 1
Fracéo
superior 0,3192 0 0,119 2,68 0,7
Fracéo
inferior 5,71 3,57 1,380 4,14 11

Com o objetivo de purificar um inibidor de proteases/amilases de germe de
trigo, Sharma & Gupta (2001B) utilizaram a técnica de TPP. As melhores
condi¢cdes especificadas para esta finalidade foram uma mistura de 1:1 de t-
butanol e extrato bruto, 30 % de sulfato de amdnio (m/v) e temperatura de 20 °C,
nas quais foi recuperada 85 % de atividade com um fator de purificagdo de 25
vezes.

A inulinase de Aspergillus niger foi submetida a purificacdo através de TPP.
As condi¢cbes o6timas encontradas foram uma relacdo de 1: 0,5 v/v de t-butanol

para o extrato bruto,30% de sulfato de aménio, pH 4 e temperatura de 25 °C,
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sendo possivel a recuperacdo de 88% da sua atividade com um fator de
purificacdo de 10,2 vezes KUMAR et al., 2011).

5.10. SDS-PAGE

A Figura 20 mostra os resultados obtidos nas diferentes abordagens de
purificagéo utilizadas para as enzimas de Lysobacter concretionis A0O3. Nao foi
possivel a deteccdo de bandas no gel SDS-PAGE das purificacfes realizadas
através de cromatografia liquida e SAB, provavelmente devido ao excesso de
diluicdo das enzimas nos processos de filtracdo e dialise do PEG, de forma que
nem mesmo a concentracdo através da precipitacdo com TCA 10% em acetona
foi satisfatoria para essa finalidade. Foi possivel observar que na etapa de
precipitagdo com 60% de sulfato de amonio ocorreu uma grande concentragao
das proteinas em relacdo ao extrato bruto.

Por outro lado, a purificacdo através da TPP foi o método mais eficiente,
apesar de néao ter sido possivel a purificacdo de uma Unica banda de proteina.
Porém, a maior parte da atividade queratinolitica foi conservada, com a
visualizagdo de cinco bandas na eletroforese desnaturante de aproximadamente
70, 65, 50, 40 e 30 kDa.

sB P TPP

Figura 20. SDS-PAGE do extrato bruto (SB) precipitado com sulfato de aménio
(P) e purificacdo por particdo em trés fases (TPP) de Lysobacter concretionis
A03. M: marcador de peso molecular. ICTA-UFRGS, 2011. 82



A massa molecular das queratinases € bastante diverso, podendo variar
entre menos de 20 até 240 kDa; no entanto, a maioria € monomérica e possui
menos de 50 kDa, sendo que as de maior massa estdo geralmente classificadas
como metaloproteases ou pertencentes a micro-organismos termofilos
(BRANDELLI et al., 2010). Uma queratinase de aproximadamente 66 kDa foi
purificada a partir do sobrenadante do cultivo em penas do isolado Bacillus sp. JB
99. A enzima foi identificada como uma serino protease monomeérica, sendo
completamente inibida por PMSF; sua atividade foi estimulada pela presenca dos
fons metalicos Ca®*, Mg?*, Co** e Ba®" e seu pH e temperatura 6timos foram de
10 e 65 °C, respectivamente (KAINOOR & NAIK, 2010). Ja para Bacillus subtilis
MTCC (9102), uma metaloprotease queratinolitica de peso molecular entre 64 e
69 kDa foi purificada. Sua atividade maxima foi atingida sob pH 6,0 e temperatura
de 40°C (BALAJI et al., 2008).

A necessidade de purificacdo de uma enzima depende da sua finalidade:
enguanto aquelas utilizadas na area médica e na pesquisa necessitam de um alto
grau de pureza, enzimas de emprego industrial ndo tem esse requerimento, de
forma que muitas vezes o préprio extrato bruto do cultivo microbiano pode ser
utilizado (RAO et al., 1998).

Em relacdo a elaboracdo de racdes animais através da degradacao dos
residuos queratinosos promovida por micro-organismos, a biomassa formada pelo
seu crescimento pode servir como meio de enriquecimento do hidrolisado,
adicionando aminoé&cidos pouco encontrados, como metionina e fenilalanina,
frutos do metabolismo microbiano (NAM et al.,, 2002). Além disso, muitos
trabalhos relatam uma maior degradacdo da queratina pelo extrato bruto do
cultivo. Esse fato pode ser devido a constituintes do cultivo requeridos pelas
queratinases ou a acgao conjunta dessas enzimas com outras proteases
generalistas, que podem atuar sobre o substrato, ap0s o ataque inicial
gueratinolitico que leva a quebra das pontes dissulfeto entre os residuos de
cisteina da queratina (BRANDELLI et al., 2010).
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5.11. Determinacdo das condi¢cdes 6timas de queratindlise

Para determinar a temperatura e pH 6timos de acdo da(s) queratinase(s)
de Lysobacter concretionis A03, foram realizados ensaios com o0 substrato
azoqueratina com o produto da purificacdo parcial. O gréfico apresentado na
figura 21 mostra que o 6timo de temperatura de atividade queratinolitica manteve-
se proximo ao determinado nos ensaios em azocaseina, em torno de 45°C. De
forma similar, o pH 6timo também situou-se acima de 7,0, com a atividade
queratinolitica aumentando com a elevacado do pH, mantendo-se estavel até o pH
10 (Figura 22).

2,5 -

1,5

Atividade Enzimatica (azoqueratina U/mL)

0,5 +

10 20 30 40 50 60 70

Temperatura

Figura 21. Efeito da temperatura sobre a atividade queratinolitica em
azoqueratina de Lysobacter concretionis A03. ICTA-UFRGS, 2011.

Micro-organismos alcalofilicos crescem vigorosamente sob pH 9 a 11 e
requerem Na* para seu crescimento; por exemplo, esse ion é essencial para o
transporte efetivo de solutos atravées da membrana de linhagens alcalofilicos de

Bacillus sp. (HORIKOSHI, 1999). Sendo assim, a melhor resposta da linhagem
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Lysobacter concretionis A0O3 quando incubada em meio contendo NaCl pode
dever-se a sua caracteristica de afinidade por meios alcalinos.

Proteases queratinoliticas alcalofilicas sdo de grande interesse comercial,
uma vez que a degradacdo da queratina € facilitada em pH elevado,
provavelmente porque essa condicdo favorece a agdo de redutases sobre as
pontes dissulfeto (YAMAMURA et al., 2002). Além do ja descrito emprego na
indUstria avicola, as queratinases alcalofilicas podem ser Uteis no processo de
depilagéo de couros. A linhagem S14 de Bacillus subtilis mostrou ser produtora de
uma queratinase, denominada KerS14, com 6timo de pH entre 8,0 e 9,0 com
potencial aplicagcdo para a depilagdo de couros sem afetar a sua qualidade,
devido a sua auséncia de atividade na degradacéo de colageno (MACEDO et al.,
2008).

1,5 4

0,5

Atividade Enzimatica (azoqueratina U/mL)

pH

Figura 22. Efeito do pH sobre a atividade queratinolitica de Lysobacter
concretionis A03. ICTA-UFRGS, 2011.

85



O efeito da temperatura sobre a estabilidade térmica das enzimas de
Lysobacter concretionis A03 foi determinada (Figura 23). Sob a temperatura de
37 °C houve a manutencao de aproximadamente 72% da atividade enzimatica
inicial mesmo apds duas horas de incubacédo. Ja na temperatura de 55 °C, a
protedlise sofreu uma reducdo de 66% logo nos primeiros 20 minutos de
incubacdo. Apds duas horas a 55 °C, 78% da atividade inicial havia sido perdida.
A temperatura de 70 °C, quase 83% da atividade enzimatica foi inibida em 5
minutos de incubacdo. Depois de duas horas, foi detectada menos de 5% da

atividade enzimética inicial.

Atividade Enzimatica (U/mL)

0 5 15 30 60 120

Tempo (min)

Figura 23. Estabilidade térmica do extrato bruto de Lysobacter concretionis A03
nas temperaturas de 37°C (m), 55°C (¢) e 70°C (V) ao longo de 120 minutos de
incubacédo. ICTA-UFRGS, 2011.

A termolabilidade pode ser uma caracteristica favoravel para o controle da
atividade enzimatica em processos industriais, pois permite que as enzimas sejam

facilmente inativadas apO0s sua acdo. Visto que grande parte da atividade
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enzimatica de Lysobacter concretionis AO3 é inibida a 37°C, bastante superior a
sua temperatura 6tima de cultivo e préxima da sua temperatura 6tima de atividade
enzimatica, pode-se utilizar tal caracteristica para o manejo dos -cultivos,
regulando-se a atividade catalitica e crescimento populacional conforme o
necessario.

Adicionalmente, gracas a sua inativagdo sob temperaturas ndo muito
elevadas, seu uso em alimentos pode ser feito sem o emprego de altas
temperaturas que podem interferir nas propriedades nutricionais e organolépticas,

também diminuindo o input de energia necessario para atingir esse objetivo.
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6. Consideragdes finais

A Antartida é um continente de extremos. Nela, sdo registradas as
temperaturas mais baixas, os menores indices pluviométricos, os ventos mais
fortes e os maiores indices de radiacdo ultravioleta da Terra. Neste habitat,
milhdes de anos de evolugdo moldaram formas de vida com adaptagbes
surpreendentes, que vao desde peixes produtores de glicoproteinas
anticongelamento até bactérias pigmentadas tolerantes a radiacdo UV.

Apesar de condi¢bes severas do ponto de vista antropocéntrico, a regiao
polar abriga uma vasta biodiversidade ainda inexplorada, e a bioprospeccao de
micro-organismos antarticos tem demonstrado um grande potencial para o seu
emprego biotecnoldgico, principalmente no que se refere a duas substancias: os
acidos graxos poli-insaturados (PUFA, da sigla em inglés) e as enzimas
adaptadas ao frio.

Entre as enzimas, as queratinases, capazes de degradar os residuos
gueratinosos, tem ganhado destaque nas Ultimas décadas, de forma que varios
trabalhos visando o isolamento de micro-organismos produtores dessas proteases
tém sido realizados. A maioria deles, contudo, tem tido sucesso no isolamento
principalmente de bactérias termdfilas e mesofilas com grande capacidade
gueratinolitica. Ainda assim, existe uma lacuna no conhecimento sobre bactérias
com essa propriedade que tenham caracteristicas de tolerancia ou afinidade ao
frio.

Neste estudo, trés bactérias isoladas do ambiente Antartico foram capazes
de degradar residuos queratinosos, preferencialmente farinha de penas, em
temperaturas na faixa dos micro-organismos psicrotolerantes.

A identificacdo molecular e analise filogenética identificaram as bactérias
como Lysobacter concretionis (A03), Arthrobacter sp. (A08) e Chryseobacterium
sp. (A17U), sendo que para a espécie de L. concretionis ndo existem relatos de
atividade queratinolitica e para o género Arthrobacter sp. ha somente um estudo
reportando a uma linhagem como degradadora de penas.

O meio caldo farinha de penas foi 0 substrato preferencial para o cultivo

das trés bactérias, que atingiram o seu Otimo de crescimento e atividade
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proteolitica a 20 °C, dentro da faixa dos micro-organismos psicrotolerantes. A
alcalinizacdo do meio, 0s ensaios em azocaseina, azoqueratina e a liberacéo de
proteinas solaveis corroboraram a capacidade queratinolitica de todos os
isolados.

Devido a maior capacidade queratinolitica da linhagem Lysobacter
concretionis A03, esta foi escolhida para as analises subsequentes e para a etapa
de purificacdo, na qual trés métodos diferentes foram avaliados, visando otimizar
0 processo de purificacdo enzimatica, aumentando a sua rapidez e rendimento.

Dentre os trés métodos de purificacdo testados, a particdo em trés fases
(TPP) foi a mais efetiva no isolamento das proteases de Lysobacter concretionis
com um rendimento satisfatorio e temporalmente eficiente, ao contrario do método
de cromatografia, no qual a demanda de tempo e diluicdo das proteases foi
excessiva, e ao método de extracdo por particdo em duas fases (SAB), que,
apesar de rapido, também levou a excessiva diluicdo das enzimas devido a
necessidade de dialise para a retirada do polietilenoglicol. Portanto, 0 emprego da
TPP pode ser uma boa alternativa, quando houver a necessidade de purificacao
parcial dessas protases, devendo-se ajustar os parametros como a concentracao
de sulfato de amdénio e quantidade de butanol, para que seja possivel a melhora
na purificacdo parcial das queratinases da bactéria.

Lysobacter concretionis A03 mostrou-se halotolerante, crescendo e
produzindo proteases até a concentracdo de 0,5 M de NacCl, psicrotolerante, com
otimo de crescimento a 20 °C e produtora de pelo menos nove enzimas, com
caracteristicas de serino proteases com requisicdo de ions metalicos, assim como
de metaloproteases, de acordo com os zimogramas realizados.

Considerando a auséncia de relatos de patogenicidade das espécies de
Lysobacter sp. para animais e o melhor desempenho sob temperaturas reduzidas
do sobrenadante bruto do cultivo em meios queratinosos, a linhagem Lysobacter
concretionis AO3 configura-se numa alternativa viavel para a hidrolise de residuos

de penas gerados pela industria avicola com a reducéo dos gastos energéticos.
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