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RESUMO

Queratinases sdo enzimas que catalisam hidrolise de proteinas, possuindo grande
especificidade por queratina. Essas enzimas sdo produzidas por um grande numero de
microrganismos, dentre eles, os fungos dermatofitos sdo os de maior importancia. O
potencial de aplicacdo biotecnoldgica das queratinases € amplo, podendo estas
atuarem na medicina e em diversos setores industriais, como também em processos de
biorremediacdo. Este trabalho teve como objetivo estudar amostras de dermatofitos
quanto a produgdo de queratinase e dentre elas, eleger a melhor produtora para
caracterizacdo parcial desta enzima. A determinacdo qualitativa da atividade
queratinolitica foi avaliada em meio sé6lido contendo como Unica fonte de carbono e
nitrogénio a queratina, onde as amostras Microsporum canis 4962 e Trichophyton
mentagrophytes 4156 demonstraram maior atividade queratinolitica dentro de cada
género. Para determinacdo quantitativa da atividade queratinolitica, foi realizado a
producdo da enzima em cultivo submerso, onde o meio liquido contendo sais e
queratina de penas foi utilizado. O cultivo foi realizado durante 25 dias, a 28 C em
agitador orbital (120rpm), onde avaliou-se a concentracdo protéica, atividade
protedsica, variacdo do pH e peso seco. O extrato bruto da amostra melhor produtora
(Microsporum canis 4962) foi utilizado para caracterizacdo parcial da enzima. A
queratinase da amostra Microsporum canis 4962 apresentou uma temperatura 6tima a
80°C e uma termoestabilidade a altas temperaturas (70-90°C) retendo cerca de 42% de
sua atividade nesta faixa de temperatura. A maior atividade foi obtida no pH 9,0
apresentando cerca de 60 % de atividade na faixa alcalina de pH. Os dados obtidos
do efeito dos inibidores de proteases mostraram que a queratinase em estudo trata-se
de uma serino protease.

Palavras- chave: queratinases; dermatofitos; caracterizacéo parcial.



ABSTRACT

Keratinases are enzymes that catalyses hydrolyse of proteins, having great specificity
for Kkeratin. These enzymes are produced by a great number of microorganisms;
amongst them, the dermatophytes fungi are of bigger importance. The
biotechnological potential of keratinases is ample, with applications in the medicine,
in various industrial sectors as well as in the biorremediation processes. The aim of
this work was to study strains of dermatophytes for keratinase production and to
select the best producer for partial characterization of this enzyme. The qualitative
determination of the keratinolytic activity was evaluated in solid medium containing
keratin as the sole carbon and hydrogen source for which the strains Microsporum
canis 4962 and Trichophyton mentagrophytes 4156 showed highest activities. For the
quantitative analyses of keratinolytic activity, the enzyme was produced in submerged
culture using liquid medium supplemented only with keratin and salts. Cultivation
was conducted during 25 days at 28°C under orbital shaker (120 rpm). The protein
concentration, the proteasic activity, the medium pH and the biomass dry weight were
monitored along cultivation. The crude extract of the best producer strain
(Microsporum canis 4962) was then utilized for partial characterization of the
enzyme. The keratinase showed an optimum temperature at 80°C and thermostability
under high temperatures (70-90°C), maintaining around 42% of its activity at 90° C.
The higher activity was obtained at pH 9.0, showing activity values above of 60% in
the alkaline pH range. The results obtained from the effects of proteases inhibitors
showed that the keratinase studied in this work is a serine protease.

Key-words: keratinases; dermatophytes; partial characterization.



1 Introducéo

As queratinases (EC 3.4.21/24.99/11) pertencem ao grupo das proteases, enzimas
proteoliticas que catalisam a hidrélise das ligacBes peptidicas nas proteinas (SAID;
PIETRO, 2002).

A queratinase possui grande especificidade por proteinas queratinosas como as
da pele e anexos, e ndo queratinosas como caseina soroalbumina bovina e elastina
(FRIEDRICH; KERN, 2003). Estas enzimas tém maior capacidade de agir em substratos
compactos, como a queratina, quando comparadas com outras enzimas proteoliticas, isso
distingue as queratinases das outras proteases (ONIFADE et al, 1998).

A maioria das queratinases € induzida, requerendo queratina como indutor
exogeno. Quando isso ocorre sdo exportadas dos locais de sintese intracelulares para o
meio externo (ONIFADE et al, 1998).

Queratinas sdo proteinas estruturais localizadas na pele e seus anexos, tais como:
unha, cabelo, pena e I4. Suas cadeias polipeptidicas estdo unidas fortemente umas as
outras formando as cadeias o (o queratina) e cadeias 3 folhas (B queratina). Seu elevado
grau de ligacdes covalentes bissulfeto, interacdes hidrofdbicas e ligacdes de hidrogénio
estabilizam a estrutura filamentosa da queratina. Por esta razdo é insolivel em agua e
extremamente resistente a degradacdo por enzimas proteoliticas tais como tripsina,
pepsina e papaina (EICHNER; KAHN, 1990; FUCHS, 1995; COULOMBE; OMARY,
2002).

As queratinases sao produzidas por certos microrganismos e insetos. A maioria

das queratinases tem algumas caracteristicas comuns, apesar de suas diferentes origens.
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Pertencem principalmente ao grupo das serina proteases extracelulares, com excecao das
queratinases produzidas por leveduras que pertencem ao grupo das aspartato proteases
(NEGI et al, 1984; LIN et al, 1993).

Os microrganismos produtores de queratinases correspondem a espécies
de fungos saprofitas e parasitas (SAFRANEK, 1982; ASAHI et al, 1985; SIESENOP,
1995; GRADISAR et al, 2000), espécies de Bacillus e Actinomicetos
(MUKHOPADYAY CHANDRA, 1990; BOCKLE et al, 1995; CHITTE et al, 1999;
LETOURNEAU et al 1998). As queratinases produzidas por fungos mais estudadas, séo
as produzidas por fungos dermatéfitos do género Microsporum (TAKIUCHI et al., 1984;
MAGNON et al., 1998), Trichopyton (TSUBOI et al., 1984; QIN et al, 1992) e
Epidermophyton (RIPPON, 1990).

Dermatdfitos sdo fungos queratinofilicos capazes de infectar a pele e seus anexos.
Pertencem a este grupo fungos do género Microsporum, Trichopyton e Epidermophyton
(RIPPON, 1990).

Dentre 0s microrganismos queratinofilicos, os dermatdfitos apresentam a
habilidade de digerir queratina, quebrando as ligacoes dissulfeto e utilizando esta proteina
como fonte de carbono e nitrogénio para seu crescimento e desenvolvimento
(WAWRZKIEWICZ et al, 1991; KUNERT et al, 1995; EL-NAGHY et al, 1998; KAUL,;
SUMBALI, 1999; VIANI et al, 2001).

Os fungos queratinofilicos sdo capazes de utilizar a queratina como fonte de
carbono e nitrogénio. O crescimento destes microrganismos em substratos que contém
queratina indica sua capacidade de sintetizar enzimas proteoliticas que podem degradar o

complexo das queratinas (ONIFADE et al, 1998).
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As queratinases possuem varios potenciais de aplicacdo: na formulacdo de
detergentes para eliminacdo de células epiteliais aderidas a fibras téxteis (HOSHINO et
al, 1995); processamento ecologicamente correto do couro (DAYAMANDAN et al,
2003; RIFFEL et al, 2003); degradacdo dos residuos produzidos na industria avicola
(penas de galinha) (LIN et al, 1996; BOCKLE et al, 2003); melhoramento nutricional de
racdes, a partir de penas, para animais (ONIFADE et al, 1998); producéo de hidrolisados
protéicos a partir de residuos ricos em queratina (KIDA et al 1995); eliminacdo da
queratina na acne e psoriase, na retirada de calos humanos e na preparacdo de vacinas na
terapia dos dermatofitos (BLANK et al, 1972).

Esse trabalho descreve a deteccdo, producdo e a caracterizagdo parcial da
queratinase produzida por uma amostra de fungo dermatofito, selecionada dentre trinta

amostras de seis espécies deste grupo de fungos.
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2 Revisao Bibliogréafica

2.1 Queratina

Queratinas sao proteinas estruturais localizadas na pele, unha, cabelo, pena, chifre
e l&. Suas cadeias polipeptidicas estdo unidas fortemente umas as outras formando as
cadeias o (oo queratina) e cadeias folhas B (B queratina). Seu elevado grau de ligacGes
covalentes bissulfeto, interagdes hidrofébicas e ligagBes de hidrogénio estabilizam a
estrutura filamentosa da queratina. Por esta razdo é insolivel em agua e extremamente
resistente a degradacdo por enzimas proteoliticas tais como tripsina, pepsina e papaina
(EICHNER; KAHN 1990; FUCHS, 1995; COULOMBE; OMARY, 2002).

A queratina além de insolivel em agua é insolivel em solventes organicos e
resistente a acidos e alcalis diluidos. A hidrélise da queratina pelos acidos fortes, fornece
aminodcidos como: histidina, lisina, e arginina, e em maior proporcao cistina e tirosina
(EVERSON, 1968).

Apesar da estabilidade incomum das queratinas, as penas ndo se acumulam na
natureza, confirmando a existéncia de decompositores no meio ambiente (ONIFADE et

al, 1998).

2.2 Queratinases

As queratinases pertencem ao grupo das proteases, enzimas proteoliticas que
catalisam a hidrdlise das ligacdes peptidicas nas proteinas. As proteases representam uma
classe de enzimas com importantes papéis em processos fisioldgicos e biotecnoldgicos.

Podem ser obtidas de vérios tecidos de origem animal, vegetal ou a partir de



microrganismos. S&o classificadas pelo seu pH 6timo ou pela natureza quimica do seu
sitio ativo (SAID; PIETRO, 2002).

De acordo com o Comité Internacional de Nomenclatura (International Union of
Biochemisty), proteases sdo hidrolases classificadas no subgrupo 4, do grupo 3. Essas
enzimas tém classificagdo diversificada, ndo obedecem facilmente as regras de
nomenclatura, devido a diversidade de acéo e estrutura (RAO et al, 1998).

Com base no ponto de clivagem na cadeia polipeptidica, as proteases ou
peptidases sdo grosseiramente divididas em dois grupos: exoproteases e endoproteases.
As exoproteases clivam ligacOes peptidicas proximas as extremidades e as endoproteases
atuam nas regides internas da cadeia polipeptidica (MATSUBARA; FEDER, 1971,
PRIEST ,1984; RAO et al, 1998).

De acordo com o grupo funcional presente no seu sitio catalitico, as
endoproteases podem ser classificadas como: serino proteases, cisteino proteases,
aspartico proteases e metaloproteases. Enquanto as exoproteases sao divididas com base
no seu mecanismo de agdo em aminoproteases e carboxiproteases (PRIEST, 1984;
OUTTRUP; BOYCE, 1990; RAO et al, 1998).

Outra classificacdo das proteases baseia-se no pH oOtimo de atividade.
Fundamentando-se nessa caracteristica s&o classificadas como: &cidas, neutras e
alcalinas. As proteases &cidas tém atividade na faixa de pH 2,0 a 6,0, perdendo
rapidamente a atividade em valores de pH mais elevados. Proteases neutras tém atividade
em pH entre 6,0 a 8,0. Em relag&o as proteases alcalinas, essas sdo ativas em pH entre 8,0
e 13,0 (PRIEST, 1984; RAO et al, 1998).

As proteases sugerem a atividade patogénica de muitas espécies de fungos de

importancia medica, estando relacionada com a propagacdo no hospedeiro durante o
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processo invasivo (SUMNER; MYRBACK, 1951; JIMENEZ, 1993; WEITZMAN;
SUMMERBELL, 1995).

A queratinase possui grande especificidade por queratina como a da pele e anexos
e por outras proteinas como caseina, soroalbumina bovina e elastina (FRIEDRICH;
KERN, 2003). Estas enzimas tém maior capacidade de agir em substratos compactos,
como a queratina, quando comparadas com outras enzimas proteoliticas, isso distingue as
queratinases das outras proteases (ONIFADE et al, 1998). As queratinases pertencem ao
grupo de enzimas proteoliticas capazes de degradar a queratina com grande eficiéncia
(ONIFADE et al, 1998).

As queratinases sdo produzidas por certos microrganismos e insetos. A
maioria das queratinases tem algumas caracteristicas comuns apesar de suas diferentes
origens. Pertencem principalmente ao grupo das serina proteases extracelulares, com
excecdo das queratinases produzidas por leveduras que pertencem ao grupo das aspartato
proteases extracelulares (NEGI et al, 1984; LIN et al, 1993).

Os microrganismos produtores de queratinases correspondem a espécies de
fungos saprofitas e parasitas (SAFRANEK; GOOS, 1982; ASAHI et al, 1985;
SIESENOP; BOHM, 1995; GRADISAR et al, 2000), espécies de Bacillus e
Actinomicetos (SAFRANEK; GOOS, 1982; ASAHI et al, 1985; SIESENOP; BOHM,
1995; GRADISAR et al, 2000). As queratinases produzidas por fungos mais estudadas,
sdo as de dermatofitos do género Microsporum (TAKIUCHI et al, 1984; MIGNON et al,
1998), Trichophyton (TSUBOI et al, 1984; QIN et al, 1989) e Epidermophyton (RIPPON
et al, 1964).

Devido a sua grande diversidade bioquimica e facilidade de manipulacdo

geneética, diversos microrganismos podem ser utilizados na producdo de queratinase,
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principalmente fungos como: Doratomyces microsporius, Aspergillus oryzae, A. flavus,
Rhizomucor pusillus, Trichophyton gallinae, T. mentagrophytes, T. rubrum e bactérias
como: Nocardiopsis sp., Bacillus licheniformis, Streptomyces pactum, S. fradiae.
(ONIFADE et al, 1998; FRIEDRICH; KER, 2003; FARAG; HASSAN, 2004; MITSUIKI
et al, 2004).

Queratinases tém especificidade por um grande ndmero de substratos protéicos
sollveis e insolUveis. Entre os substratos protéicos sollveis, as queratinases possuem a
habilidade de hidrolisar caseina, gelatina, soroaloumina bovina e hemoglobina. Em
relacdo aos substratos protéicos insolUveis, estas enzimas hidrolisam penas, 1a, cabelo,
unha, chifre, seda, colageno, elastina, estrato cOrneo e azoqueratina. Estudos tém
indicado que estas enzimas preferencialmente clivam aminodcidos hidrofobicos e
aromaticos na posicdo P1 (BRESSOLLIER et al. 2000).

As atividades para enzimas queratinoliticas microbianas variam especificamente
para diferentes substratos descritos na literatura. Um exemplo disto é o Bacillus
licheniformis que é capaz de hidrolisar proteinas como soroalbumina bovina, colageno,
elastina, bem como queratina de pena (LIN et al., 1992). Contrariamente, Dozie e
colaboradores (1994) relataram uma proteinase queratinolitica termofilica do
Chrysosporium keratinophilum que hidrolisava somente queratina, € ndo mostrava
nenhuma atividade para caseina e soroalbumina bovina. Isto indica que a enzima isolada
era especifica somente para substratos com queratina (ONIFADE et al,1998).

A atividade da queratinase pode ser medida através da observagdo da quantidade
de enzima requerida para liberar residuos de aminodcidos, pois durante a ligagdo
covalente enzima-peptideo, ocorre liberagdo de um aminoécido ou fragmento peptidico

(FARAG; HASSAN, 2004).
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A atividade proteolitica da queratinase microbiana é mais elevada, quando
comparada com proteases provenientes de outras fontes (KUNERT, 1992; LIN et al,
1992; BOCKLE et al, 1995; ONIFADE et al, 1998).

A maioria das queratinases € induzida, requerendo queratina como indutor
exogeno. Quando isso ocorre sdo exportadas dos locais de sintese intracelulares para o
meio externo (ONIFADE et al, 1998).

As queratinases da maioria das bactérias, actinomicetos e fungos apresentam pH
6timo na faixa de neutro a alcalino (FRIEDRICH; ANTRANIKIAN 1996;
LETOURNEAU et al, 1998; BRESSOLLIER et al, 1999; IGNATOVA et al, 1999;
GRADISAR et al, 2000; SANGALI; BRANDELLI 2000; RISSEN; ANTRANIKIAN,
2001; YAMAMURA et al, 2002; RIFFEL et al, 2003; FARAG; HASSAN, 2004; THYS
et al, 2004; ANBU et al, 2005). Contudo, um pequeno nimero de queratinases possui pH
6timo numa faixa de alcalinidade extrema, acima de 12 (TAKAMI et al, 1999;
MITSUIKI et al, 2004).

A temperatura 6tima das queratinases, esta numa faixa entre 30 e 80 °C. No
entanto a enzima de Chrysosporium keratinophilum (DOZIE et al, 1994) e
Fervidobacterium islandicum AW-1 (NAM et al, 2002) mostrou temperatura étima
excepcionalmente alta, de 90 e 100 °C respectivamente, com meia vida de 30 e 90
minutos respectivamente.

O peso molecular das queratinases varia de 18 a 200 kDa (CHITTE et al, 1999),
contudo, para fungos patogénicos o peso molecular pode atingir 440 kDa (KIM et al,

2004).
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2.3 Dermatofitos

Dermatoéfitos sdo fungos queratinofilicos capazes de infectar a pele e anexos.
Pertencem a este grupo fungos dos géneros Microsporum, Trichophyton e
Epidermophyton (RIPPON, 1990; ELEWSKI, 1992; LACAZ et al, 2002).

As principais espécies de fungos dermatofitos envolvidas em infecgdes da pele
sdo: Epidermophyton floccosum, Microsporum canis, M. equinum, M. gallinae, M.
gypseum, Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum, T. tonsurans, T. schoenleinii, T.
soudanense, T. verrucosum, T. violaceum (WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995).

Dentre 0s microrganismos queratinofilicos, os dermatéfitos apresentam a
habilidade de digerir queratina, quebrando as ligacfes dissulfeto e utilizando esta proteina
como fonte de carbono e nitrogénio para seu crescimento e desenvolvimento
(WAWRZKIEWICZ et al, 1991; KUNERT, 1995; EL-NAGHY et al, 1998; KAUL,;
SUMBALLI, 1999; VIANI et al, 2001). A capacidade queratinofilica tem sido considerada
restrita para os dermatéfitos. Os quais pertencem a um grupo de fungos altamente
especializados que, através de um longo processo evolutivo, tornaram-se capazes de
invadir e colonizar os tecidos queratinizados do homem. Contudo, além dos dermatofitos
outros fungos queratinofilicos como algumas espécies de Aspergillus, Fusarium,
Penicillium, Chrysosporium, Scopulariopsis, Microascus, Aphanoascus, Chaetomium,
Alternaria e Curvularia estdo relacionados a micoses superficiais de unhas e espagos
intergiditais dos pés demonstrando a capacidade patogénica desses microrganismos
(RIPPON, 1995; MACHISIO et al, 1991; KWON-CHUNG; BENNET, 1992; AGUT et
al, 1995; GUGNANI, 2003).

A patogenicidade de algumas espeécies fungicas, incluindo os dermatdfitos,

tem sido relacionada as atividades enzimaticas (HELGREN; VINCENT, 1980;
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MINOCHA et al, 1972). Entre as proteases que atuam promovendo a liberacdo de
aminodcidos, as queratinases sao bastante estudadas e estdo envolvidas em infecgdes por
dermatéfitos segundo Weitzman & Summerbel (1995), mas Lacaz e colaboradores
(2002) excluem a acdo de enzimas proteoliticas como responsaveis por infeccdes por
fungos, pois ja foram isolados fungos ndo produtores de tais enzimas em lesdes
dermatomicéticas, enquanto que algumas espécies produtoras destas enzimas, nao
causam a doenca.

Malviya e colaboradores (1992), observaram que a degradacdo da queratina
comega antes da deteccdo da atividade extracelular da queratinase e esta degradacéo foi
associada ao crescimento micelial. Isto pressupde que uma parte da degradacdo é
mecanica (ONIFADE et al, 1998).

O crescimento e alongamento do micélio dos fungos geram uma pressao e uma
resisténcia no substrato compactado. Evidéncias para degradacdo mecénica como um
mecanismo de integracdo da queratindlise vem sendo discutido por diversos autores.
Acredita-se que a penetracdo mecanica através do micélio seja necessaria para expor
locais mais reativos para clivagem enzimatica das ligacGes peptidicas (ONIFADE et al.,
1998).

De acordo com as evidéncias disponiveis, pode-se presumir que a queratindlise
mecanica precede a queratinolise enzimatica até haver a producéo de exoproteases pelos
micélios. Pode haver também uma simultaneidade entre a hidrolise mecénica e
enzimatica no processo inicial (ONIFADE et al, 1998).

Diferentes isolados de uma mesma espécie podem variar na producdo de
estruturas invasivas e no grau de atividade queratinolitica, assim como em muitas

atividades bioquimicas do fungo (MARCHISIO et al, 1994).
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Os fungos queratinofilicos sdo capazes de utilizar a queratina como fonte de
carbono e nitrogénio. O crescimento destes microrganismos em substratos que contém
queratina, indica sua capacidade de sintetizar enzimas proteoliticas que podem degradar o
complexo das queratinas (ONIFADE et al., 1998).

Nas dermatofitoses causadas por fungos queratinofilicos, podem ocorrer lesdes
em tecidos queratinizados como pélo e também pele e unha do homem e de outros
animais, sendo estas restritas a camada cdrnea da epiderme devido a incapacidade destes
fungos em penetrar em tecidos de hospedeiro imunocompetente. Embora se caracterizem
por serem persistentes e incomodas, ndo sdo debilitantes nem potencialmente fatais,
destacando-se dentre as infecgdes mais prevalentes no mundo (WEITZMAN,;
SUMMERBELL, 1995; FERREIRA; AVILA, 1996; ZAITZ et al, 1998; FISHER;
COOK, 2001; FERNANDES et al, 2001; COSTA et al, 2002; LACAZ et al, 2002).

Fungos queratinofilicos podem invadir o cabelo “in vitro”, embora as especies
difiram na forma de invasdo. O sentido da invasdo e o papel patoldgico dos elementos
fungicos dentro do cabelo sdo significativamente diferentes entre os fungos (AHO, 1988;
OKUDA et al, 1989; ALI-SHTAYEH; JAMOUS, 2000). A atividade queratinofilica dos
dermatéfitos  foi estudada por muitos pesquisadores (ENGLISH, 1969;
WAWRZKIEWICE et al, 1991; FILIPELLO el al, 1994; MARCHISIO et al, 1994;
RASHID et al, 1996; ALI-SHTAYEH; JAMOUS, 2000). Os mecanismos pelos quais 0s
fungos queratinofilicos degradam a queratina de sua fonte natural, tal como o cabelo,
parece ser resultado de a¢des mecénicas dos fungos (RAUBITSCHEK, 1961; BAXTER;
MANN, 1969; ALI-SHTAYEH; JAMOUS, 2000) e da atividade proteolitica da
queratinase (YU et al, 1971; SANYAL et al, 1985; ALI-SHTAYEH; JAMOUS, 2000).

Queratinases j& foram detectadas de amostras de Microsporum (Takiuchi et al,
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1984; Mignon et al, 1998), de Trichophyton (Deshmukh; Agraval, 1982; Aubaid;
Muhsin, 1998; Abdel-Rahman, 2001) e de Epidermophyton floccosum (Hopsu-Havu;
Tunnela, 1977; Lopez-Martinez, 1994).

Okafor & Ngwogu (2000) estudando as diferengas taxondmicas nas atividades
queratinofilicas de cinco espécies distintas de dermatofitos: T. rubrum, T.
mentagrophytes, T. tonsurans, Microsporum audouinii, M. gypseum, isoladas de criancas
de uma escola primaria e utilizando cabelo humano como substrato, observaram que
todas as espécies testadas apresentavam atividade queratinofilica da primeira a quinta
semana, estando, T. rubrum, entre as espécies que apresentaram maior atividade
queratinofilica. Apenas T. mentagrophytes e M. gypseum causaram danos estruturais na
haste do cabelo.

Muhsin & Hadi (2001) avaliaram a habilidade de quatro espécies de fungos,
sendo dois dermatodfitos e dois saprobios, em degradar trés tipos de substratos de
queratina, tais como: cabelo humano, pena de galinha e 4. Cabelo humano teve uma
elevada taxa de degradacdo pela colonizacdo por M. Gypseum e Chrysosporium
pannicola, pena de galinha foi altamente degradada por Aspergillus flavus, enquanto que
a | foi altamente degradada por T. mentagrophytes variedade erinacei e Chrysosporium
pannicola. Os autores concluiram que a concentracdo protéica no meio de cultura varia
entre os fungos estudados e os exames microscopicos demonstraram maceragao dos
substratos de queratina pelos fungos.

Okafor & Ngwogu (2000) T2 avaliaram cinco espécies distintas de dermatofitos,
exceto E. floccosum, quanto a atividade queratinofilica, utilizando como substrato cabelo
humano. Dentre as espécies testadas, isoladas de criancas, verificou-se que Trichopyton

rubrum apresentou a maior atividade queratinofilica.
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2.4 Potencial de Aplicacao das Queratinases

O mercado mundial de enzimas industriais esta estimado em 1,5 bilh&o de ddlares,
onde 75% sdo enzimas hidroliticas das quais as proteases representam um dos trés
maiores grupos comercializados. Nesse contexto, o Brasil participa com apenas 2,7% da
comercializacdo de enzimas que corresponde a 40 bilhdes de ddlares. Nesse mercado, as
proteases constituem o segundo grupo de enzimas de maior comercializagdo, com
expressiva participacdo das que possuem acdo terapéutica (RAO et al, 1998; BON;
PEREIRA JUNIOR, 1999; SOARES et al, 1999).

As proteases sdo usadas para os mais diversos fins, contudo tem destaque na
industria de alimentos, bebidas, detergentes, couros e como agentes terapéuticos. Nos
ultimos anos o uso de enzimas na industria farmacéutica e de cosmético tem expandido
rapidamente. A razdo para o éxito desses biocatalizadores nesse ramo industrial decorre
da alta especificidade e eficiéncia catalitica. Assim sendo, a relevancia do uso de enzimas
como medicamento, relaciona-se ao fato de que em pequenas quantidades a enzima pode
produzir efeitos bastante especificos em condicGes fisiologicas de pH e temperatura
(RAO et al, 1998; BON; PEREIRA JUNIOR, 1999).

As questdes ambientais, a fabricacdo de produtos de melhor qualidade e o
controle do consumo de energia, sdo fatores que vém incentivando varios setores
industriais a buscar tecnologias ndo poluentes, mais sofisticadas e de menor custo. Assim
sendo, a tecnologia enzimatica surgiu como alternativa para substituicdo gradual de
processos quimicos pelo uso dos biocatalizadores (TEIXEIRA et al, 1994; BOM;
PEREIRA JUNIOR, 1999).

Devido as suas propriedades cataliticas degradativas e sintéticas, as proteases

constituem uma classe particular de enzimas de imensa importancia fisiologica e
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comercial. Estas enzimas sdo encontradas universalmente, e sdo produzidas tanto por
animais como por plantas e microrganismos. Estes Ultimos constituem as fontes mais
promissoras para enzimas com potencial para aplicacdo industrial, cujo mercado mundial
tende a movimentar 1 bilhdo de délares anualmente. No entanto, o custo de produc¢do das
proteases é o maior obstaculo a sua aplicacdo industrial. Uma maior produtividade tem
sido conseguida por selecdo de cepas hiperprodutoras, ou por melhoramento dos meios
de cultivo. A biodiversidade constitui uma fonte inestimdvel para a inovacdo
biotecnoldgica, favorecendo a procura por novas cepas de microrganismos a serem
utilizados para fins particulares na industria (HODGSON, 1994).

Tendo em vista os recentes acordos mundiais para uso de tecnologias néo
poluentes, as proteases queratinoliticas de origem microbiana comegaram a ser usadas em
larga escala na bioconversdo de residuos (FRIEDRICH, 2003; FARAG; HASSAN,
2004), nas indastrias de alimentos, téxteis, farmacéuticas e industrias de cosmeticos
(FARAG; HASSAN, 2004).

As queratinases representam uma classe de enzimas com importante papel em
processos biotecnoldgicos, destacando-se 0s seguintes potenciais de aplicacéo:
processamento ecologicamente correto do couro (HOSHINO et al, 1995; RIFFEL et al,
2003); degradagdo dos residuos produzidos na industria avicola (penas de galinha)
(BOCKLE et al, 1995; LIN et al, 1996); melhoramento nutricional de racdes para
animais, a partir de penas (ONAFADE et al, 1998); producéo de hidrolisados protéicos a
partir de residuos ricos em queratina (KIDA et al, 1995); na formulacdo de detergentes
para eliminacdo de células epiteliais aderidas a fibras téxteis (HOSHINO et al, 1995); na

obtencdo de aminoéacidos especificos e peptideos (FRIEDRICH, 2003); como também na
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medicina através da eliminacdo da queratina na acne psoriase e calos humanos (BLANK

etal, 1972).

2.4.1 Processamento e bioconversdo de residuos de queratina

Materiais constituidos por queratina tais como: chifres, penas unhas e cabelos séo
abundantemente encontrados na natureza como descarte ou subprodutos industriais. Estes
compostos podem ser convertidos em concentrados protéicos de valor nutricional para
animais (ANWAR; SALEEMUDDIN, 1998; KUMAR; TAKAGI, 1999).

As penas acumuladas provenientes do abate das galinhas para consumo humano,
representam um grande desperdicio e impacto ambiental, sendo a sua reciclagem objeto
de interesse na &rea de nutricdo animal, devido ao seu baixo custo de obtencéo e grande
potencial como fonte alternativa de proteinas para racdo animal (LATSHAW et al, 1994;
ONIFADE et al, 1998; GESSESSE et al, 2003).

Em alguns paises, as penas sdo utilizadas como complemento para racdo animal
na forma de farinha de penas (STEINER et al, 1983; PAPADOPOQOULOS et al, 1986),
depois de sofrer tratamento hidrotérmico que elimina aminoacidos termolabeis como
lisina, metionina e triptofano, além de formar aminoéacidos ndo essenciais como
lisinoalanina e lantionina, resultando assim em um produto de baixa digestibilidade e
pouco valor nutritivo, além de proporcionar um custo muito alto no processo produtivo.
O uso de enzimas queratinofilicas surge como uma alternativa para hidrélise destes
materiais, ja que 0 uso dessas enzimas no processamento de penas mantém o seu valor
nutritivo (PAPADOPOULUS, 1989; LATSHAW et al, 1994; WANG; PARSONS, 1997,
GESSESSE et al, 2003; WANG et al, 2003). Além disso, frangos tratados com racéao

suplementada com queratina proveniente de penas submetidas ao processo de hidrolise
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enzimatica, apresentaram ganho de peso comparavel ao da racdo suplementada com
farinha de soja (STEINER et al, 1983).

Considerando o custo termo energético do processamento convencional das
penas, e a sua limitacdo quanto a diminuicdo do valor nutricional, torna-se necessario
investigar tecnologias alternativas, que aumentem o valor nutricional e ndo causem danos
ambientais, através do uso de biofontes que reduzam os custos do processo. Métodos
biotecnoldgicos envolvendo microrganismos e suas enzimas, parecem ser apropriados
para esse processo biotecnologico (ONIFADE et al, 1998).

Trabalhos realizados sobre produgédo de queratinases por Aspergillus fumigatus,
indicam que a enzima produzida é capaz de degradar queratina in natura, tendo potencial
para uso biotecnoldgico na degradacédo de penas (LINDBERG et al, 1981).

Uma queratinase microbiana produzida e patenteada pela Bioresource
International’s (BRI), vem sendo utilizada na forma bruta para producdo de farinha de
pena. Esta enzima produzida a partir de Bacillus licheniformis , a primeira queratinase
comercializada, foi desenvolvida por Shih e colaboradores da BRI, e tem sido
disponibilizada no mercado com o nome de Versazyme (GREGG, 2002).

O rico concentrado protéico da farinha de pena, também pode ser aplicado em
agriculturas organicas como fertilizante com lenta liberacdo de nitrogénio (HADAS;
KAUTSKY, 1994; CHOI; NELSON 1996). A agricultura orgénica conta com o
enriquecimento de nitrogénio do solo, que é conseqiiéncia da intensificacdo da atividade
microbiana, levando a um melhoramento do crescimento das plantas. Tradicionalmente,
guano tem sido largamente utilizado como fertilizante para agricultura organica.

Contudo, devido ao alto custo do guano, fertilizante comumente utilizado, hd uma
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necessidade de procurar por alternativas mais convenientes (HADAS; KAUTSKY,
1994).

Farinha de pena sendo rica em nitrogénio (15%) e apresentando baixo custo pode
prontamente substituir o guano na agricultura organica. Esta, ndo somente funciona como
um suprimento de nitrogénio para as plantas e promove a atividade microbiana, mas
também estrutura o solo e aumenta a capacidade de reten¢do de &gua. A farinha de pena
obtida pela hidrolise enzimatica microbiana, apresenta numerosas vantagens em relacéo a
outros fertilizantes organicos, como o alto valor nutritivo, a facilidade em sua producdo e

seu baixo custo (GUPTA; RAMNANI, 2006).

2.4.2 Industria de processamento do couro

A inddstria do couro é o segmento industrial que j& vem fazendo uso da
biotecnologia das queratinases, que sdo empregadas para depilar a pele durante o
processamento do couro, em substituicdo ao uso do sulfeto de sédio que € extremamente
toxico e gera gas sulfidrico (KISE et al, 1990; KITAYAMA, 1992.). Esta tecnologia vem
se estabelecendo como uma opc¢éo viavel pela sua efetividade e conseqliente liberacdo de
efluentes de menor impacto ambiental. Neste contexto, a depilacdo que emprega
queratinases tem sido utilizada em curtumes, substituindo total ou parcialmente o uso de
sulfetos (KRISTINSSON, 2000). O processamento do couro € uma atividade industrial
importante no Brasil, que tem 373 estabelecimentos curtidores. Uma queratinase
produzida por uma cepa de Bacillus sp., ja estd sendo testada em nivel industrial

(KUDRYA; SIMONENKO, 1999).
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2.4.3 Indastria Farmacéutica

Na industria farmacéutica, queratinases produzidas por Kryptococcus sedentarius
estdo sendo estudadas para a remocgdo de calosidades em seres humanos. Este
microrganismo foi identificado como o agente etioldégico de uma doenca caracterizada
pela erosdo da sola dos pés. As enzimas proteoliticas, isoladas de cultivos dessa bactéria e
caracterizadas bioquimicamente, revelaram atividade queratinolitica em duas serino-
proteases que atuam independentemente uma da outra. Estas enzimas seriam eficazes no
tratamento do calo humano, além do uso geral na degradacdo enzimética de polimeros de
queratina (KIM et al, 1999). Em outra possivel aplicacdo farmacéutica, as queratinases
podem também ser utilizadas para eliminar a queratina no tratamento da acne, psoriase e

na preparacao de vacinas na terapia de dermatéfitos (BLANK et al, 1972).

2.4.4 Formulacgéo de detergentes

Enzimas proteoliticas ttm dominado o mercado de detergentes a um longo tempo.
Contudo, ha sempre necessidade de enzimas com novas propriedades que possam ampliar
a capacidade dos detergentes enzimaticos (GUPTA et al, 2002).

Queratinases tém habilidade para se ligar e hidrolisar substratos solidos tais como
penas. Esta € uma importante propriedade de detergentes enzimaéticos, visto que séo
requeridos para atuar em substratos proteicos aderidos a superficies solidas. Eles podem
ajudar na remocdo de sujeiras queratinosas que sdo frequentemente encontradas em
roupas sujas, tais como golas de camisa, onde a maioria das proteases falha em sua acéo

(GASSESSE et al, 2003).
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Queratinases tém sido utilizadas também em detergentes para limpeza de esgotos
obstruidos com lixo queratinoso (FARANG; HASAN, 2004) e para remover cabelos em

drenos de banheiro (TAKAMI et al, 1992).

2.4.5 Degradacao de prions

Prions sdo particulas proteicas ricas em queratina, responsaveis por uma doenca
neurodegenerativa fatal, chamada encefalopatia esponjiforme transmissivel (MUSAHL;
AGUZZI, 2000). Shih et al da BRI, tém reportado que a queratinase PWD1 (Versazyme)
é capaz de degradar completamente prions de tecido de cérebro bovino com encefalopatia

esponjiforme (LANGEVELD et al, 2003).

2.4.6 Outras aplicac6es

Outras aplicacOes potenciais das queratinases incluem a digestdo anaerdbica de
residuos de aves domésticas para produzir gas natural para combustivel (BRUTT;
ICHIDA, 1999), na modificacdo de fibras tais como: seda e la (RISSEM;
ANTRANIKIAN, 2001) e na producdo de plasticos biodegradaveis (GUPTA;

RAMNANI, 2006).
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3 Justificativa

Atualmente o mercado mundial de enzimas industriais estd estimado em 1,5
bilhdo de dolares , onde 75% sdo enzimas hidroliticas das quais as proteases representam
um dos trés maiores grupos comercializados. Enquanto que, nesse contexto, o Brasil
participa com apenas 2,7% da comercializacdo de enzimas que corresponde a 40 bilhdes
de dolares.

As questdes ambientais, a fabricacdo de produtos de melhor qualidade e o controle
do consumo de energia, sdo fatores que vém incentivando varios setores industriais na busca
de tecnologias ndo poluentes, mais sofisticadas e de menor custo. Assim sendo, a tecnologia
enzimatica surgiu como alternativa para substituicdo gradual de processos quimicos pelo uso
dos biocatalizadores. Estas enzimas s&o encontradas universalmente, e sdo produzidas tanto
por animais como por plantas e microrganismos. Estes Gltimos constituem as fontes mais
promissoras para producgdo de enzimas com potencial para aplicagdo industrial. No entanto,
0 custo de producdo das proteases é o maior obstaculo a sua aplicacdo industrial. Uma maior
produtividade tem sido conseguida por selecdo de cepas hiperprodutoras, ou por
melhoramento dos meios de cultivo. A biodiversidade constitui uma fonte inestiméavel para a
inovacgdo biotecnoldgica, favorecendo a procura por novas cepas de microrganismos a serem
utilizados para fins particulares na industria. Tendo em vista os recentes acordos mundiais
para uso de tecnologias ndo poluentes, as proteases queratinoliticas de origem microbiana
comegaram a ser usadas em larga escala na bioconversdo de residuos, nas industrias de
alimentos, téxteis, farmacéuticas e industrias de cosméticos.

Desta forma, € notdrio a necessidade de pesquisar novas queratinases com

caracteristicas especificas para as varias aplicagdes biotecnoldgicas.
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4 Objetivos

4.1 Geral

Detectar em amostras de Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum,
Trichophyton tonsurans, Epidermophyton floccosum, Microsporum gypseum e
Microsporum canis, atividade queratinolitica e caracterizar parcialmente a queratinase da

amostra que demonstrar maior atividade.

4.2 Especificos

Confirmar as caracteristicas taxonOmicas das amostras de dermatéfitos

trabalhadas;

e Detectar atividade colagenolitica em amostras de dermatofitos;

e Produzir por cultivo submerso a queratinase a partir dos maiores produtores;

e Caracterizar a queratinase da amostra de dermatofito que apresentar maior
atividade queratinolitica, quanto a pH 6timo, temperatura 6tima, estabilidade ao

pH, estabilidade & temperatura e acéo de inibidores.
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5 Material e Métodos

5.1 Microrganismos

Foram utilizados fungos dermatofitos da colecdo de culturas Micoteca URM. As
seguintes espécies foram utilizadas: Microsporum canis, M. gypseum, Trichophyton
mentagrophytes, T. tonsurans e Epidermophyton floccosum, sendo cinco amostras de

cada espécie como mostra a tabela 1.

Tabela 1- Relagdo dos microrganismos utilizados para selecdo dos produtores de
queratinase e seus respectivos substratos de origem.

Microrganismo Amostra Substrato
Microsporum canis 4962 escamas epidérmicas (abdémen)
2708 escamas epidérmicas (costas)
2741 escamas epidérmicas (couro cabeludo)
2876 escamas epidérmicas (couro cabeludo)
2738 escamas epidérmicas (couro cabeludo)
M. gypseum 4964 escamas epidérmicas (couro cabeludo)
3060 escamas epidérmicas (brago)
6034 escamas epidérmicas (braco)
3645 escamas ungueais (pé esquerdo)
4279 areia da praia do Recife
Trichophyton mentagrophytes 4156 escamas ungueais (médo direita)
3239 escamas epidérmicas (couro cabeludo)
2785 Solo
4422 escamas epidérmicas (abdémen)
2875 escamas epidérmicas (abdémen)
T. tonsurans 4965 escamas epidérmicas (couro cabeludo)
4963 escamas epidérmicas (couro cabeludo)
4968 escamas epidérmicas (coxa)
4945 escamas ungueais (pé direito)
4946 escamas epidérmicas (abdémen)
Epidermophyton floccosum 3345 escamas epidérmicas (regido interdigital)
4151 escamas epidérmicas (regido inguinal)
4799 escamas epidérmicas (mao)
4798 escamas epidérmicas (coxa)

3195 escamas epidérmicas (regido inguinal)




5.2 Confirmacéo das caracteristicas taxondmicas

A confirmacg&o das caracteristicas taxonémicas foi feita de acordo com os
caracteres morfologicos, em andalise macroscopica e microscopica das culturas obtidas em
meio agar Sabouraud e meio de teste para dermatédfito em placa de Petri (DTM)

(REBELL; TAPLIN, 1970).

5.3 Determinacao qualitativa da atividade queratinolitica em meio sélido

Para detecgé@o das amostras de dermatofitos produtoras de queratinase foi utilizado
0 método de Wawrzkiewicz et al. (1991). Em meio sélido, como fonte de queratina, foi
utilizada pena de galinha. A queratina da pena de galinha foi solubilizada em
dimetilsulféxido (DMSO) segundo Wawrzkiewicz et al. (1991) e adicionada ao meio de
adgar como Unica fonte de carbono e nitrogénio. A atividade queratinolitica dos
dermatofitos foi detectada por uma zona clara em torno da coldnia apos incubagdo a
temperatura ambiente durante quatorze dias. Foi mensurado, como atividade qualitativa,

o didmetro da zona clara em torno das colonias.

5.4 Cultivo liquido submerso para produc¢do da enzima

Das amostras de dermatofitos que apresentaram atividade queratinolitica em meio
solido, foram escolhidas: Microsporum canis, representando a amostra de maior didmetro
de halo do género Microsporum e Trichophyton mentagrophytes, representando o maior
diametro de halo do género Trichophyton. As mesmas foram reativadas em &gar
Sabouraud. A partir destas culturas em agar Sabouraud, foram confeccionados discos de
12 mm de diametro da periferia das coldnias com quatorze dias de incubacdo, utilizando

um instrumento cortante, previamente esterilizado. Os discos confeccionados, foram
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inoculados em frascos Erlenmeyers de 250 mL de capacidade, contendo 80 mL do meio
liquido de sais, composto por: 1% de pena de galinha, previamente tratadas segundo
Wawrzkiewicz et al. (1991); 0,025 g/L de MgSQO,.7H,0; 1,5 g/L de K,HPO,; 0,015 g/L
de FeSO,.7H,0; 0,025 g/L de CaCl, e 0,005g/L ZnSO, .7H,O sendo ajustado ao pH 5,5,
antes de autoclavar (NICKERSON; MOHAN, 1953). Cada espécie foi inoculada em
cinco frascos Erlenmeyers e incubadas a temperatura de 30°C sob agitacdo de 120 rpm,
com o objetivo de obter-se cinco amostras do extrato bruto da enzima a cada cinco dias.
Cada amostra obtida foi utilizada para as seguintes determinacdes: contetdo protéico,
atividade proteasica, atividade queratinolitica, peso seco, pH de producdo da enzima,

além da caracterizacdo parcial da queratinase obtida do microrganismo maior produtor.

5.5 Determinacdo do contetdo protéico e atividade proteasica

O contetdo proteico foi determinado utilizando o método de Bradford (1976)
onde a soroalbumina bovina foi usada como padrdo. A atividade proteasica foi avaliada
utilizando a metodologia descrita por Leighton (1973), que usa a azocazeina (Sigma)
como substrato. Ambas as determinagdes foram realizadas a partir do extrato bruto
filtrado e centrifugado a 500 x g durante 15 minutos. A atividade proteasica foi expressa
como uma unidade de enzima que corresponde a elevacdo na absorbancia do valor de 0,1

a 440nm durante uma hora de incubacgéo da mistura de reacao.

5.6 Determinacgdo do peso seco
O peso seco foi determinado pelo método gravimétrico. As amostras incubadas
em meio liquido contendo pena como fonte de queratina, ao final de cada periodo de

crescimento fangico (5, 10, 15, 20 e 25 dias) foram filtradas em papel de filtro. A massa

33



micelial, juntamente com as penas ndo degradadas, obtidas da filtracdo, foram lavadas em
solucdo salina e secas em estufa a 60° num periodo de 24h e em seguida mantidos em

dessecador até que atingissem peso constante (EL-REFAI et al, 2004).

5.7 Variagao do pH durante a producéo
No sobrenadante obtido apds centrifugagdo das culturas, foi aferido o pH através

de potenciometria e os dados obtidos foram utilizados para construcao da curva de pH.

5.8 Determinacdo da atividade queratinolitica

Para determinacdo da atividade queratinolitica, 0,5 ml do sobrenadante do extrato
bruto, 50 mg de pena de galinha e 5ml de solucédo tampéo fosfato 0,3 M pH 7,2 foram
misturados e incubados & 37 °C durante duas horas, com homogeneizagdo por inversao a
cada 10 minutos. As amostras controles foram feitas da mesma maneira, diferindo apenas
pelo tratamento prévio do sobrenadante do extrato bruto, pois 0 mesmo foi mantido a 100
°C durante 15 minutos. A reacdo foi parada com banho de gelo durante dez minutos.
Apobs o banho de gelo as amostras foram centrifugadas a 1000 x g e a absorbancia do
sobrenadante foi mensurada espectrofotometricamente a 280 nm. A atividade
queratinolitica foi expressa como uma unidade de enzima correspondendo a elevagdo na
absorbéancia do valor de 0,1 a 280nm durante 1 hora.. A atividade especifica foi expressa

como unidades de queratinase por mg de proteina (MUHSIN; AUBAID, 2000).

5.9 Efeito do pH na atividade da enzima
O pH o6timo para atividade da enzima foi determinado utilizando-se 0s seguintes

tampdes: tampdo citrato 0.2 M (pH 4-6), tampé&o fosfato 0.2 M (pH 7-8), tampao glicina
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NaOH 0.2 M (pH 9-10). A determinacdo da atividade enzimatica foi realizada como
descrita no item 5.7, utilizando pena de galinha como substrato nas diferentes solucbes

tampdes (MUHSIN; AUBAID, 2000).

5.10 Efeito da temperatura na atividade da enzima

A temperatura 6tima para atividade da enzima foi determinada pela incubacéao da
enzima com o substrato, sendo estes submetidos a diferentes temperaturas, variando entre 25
a 90°C por um periodo de 1 hora. A atividade enzimatica foi realizada como descrita no item

5.7, utilizando pena de galinha como substrato (MUHSIN; AUBAID, 2000).

5.11 Estabilidade da enzima ao pH

Para determinacdo da estabilidade ao pH a enzima foi previamente submetida a
acao de diferentes valores de pH pelo uso das solu¢des tampdes, com pH variando entre 4
e 10 conforme descrito no item 5.8, sendo retirada aliquotas para determinacdo da
atividade queratinolitica nos seguintes intervalos de tempo 0, 15, 30, 60 e 90 minutos. As
amostras retiradas a cada tempo foram submetidas a determinacdo da atividade

queratinolitica (item 5.7) (MUHSIN; AUBAID, 2000).

5.12 Estabilidade da enzima a temperatura
Para determinacdo da estabilidade a temperatura a enzima foi previamente
submetida a temperaturas variando de 25 a 90 °C, sendo retirada aliquotas para

determinacdo da atividade queratinolitica nos seguintes intervalos de tempo 0, 15, 30, 60
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e 90 minutos. As amostras retiradas a cada tempo foram submetidas & determinacao da

atividade gueratinolitica (MUHSIN; AUBAID, 2000).

5.13 Efeito de inibidores

Para determinacdo do tipo de protease, foram testados os seguintes inibidores:
etilenodiaminotetracético (EDTA, 5 mM), fenilmetilsulfonil fluoride (PMSF, 1 mM)
acido iodoacetico (0,05 mM), pepstatina (1 mM). A enzima contida no extrato bruto foi
incubada com cada inibidor durante 30 minutos a 37 °C. O controle foi obtido pela
incubacdo da enzima sem a presenca de inibidor. Ap6s o tempo de incubacéo a atividade

queratinolitica residual foi mensurada (GRADSAR et al, 1999). .



6 Resultados

6.1 Deteccdo da atividade queratinolitica qualitativa em meio sélido

Todas as amostras de dermatofitos submetidas ao teste qualitativo demonstraram
atividade queratinolitica através da formacdo de halos no meio sélido, com excecdo da
amostra 3195 de Epidermophyton floccosum como mostra a tabela 2.

As amostras 4962 de Microsporum canis e 4156 de Trichophyton
mentagrophytes, foram escolhidas para producao e caracterizagdo parcial da enzima, pois
demonstraram atividade queratinolitica com formacdo de halos 7,7 e 5,3 cm de didmetro

respectivamente (Figura 1, 2), sendo estes 0os maiores halos dentro de cada espécie.
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Tabela 2 - Amostras de dermatofitos utilizadas para deteccdo de atividade
queratinolitica e didmetros de halos obtidos ap6s 14 dias de incubagdo destes fungos
em meio sélido contendo queratina soltvel.

Amostras dos Dermatofitos Diametro do halo (mm)
Microsporum canis 4962 77
Microsporum canis 2876 52
Microsporum canis 2741 49
Microsporum canis 2738 48
Microsporum canis 2708 35
Microsporum gypseum 4279 70
Microsporum gypseum 4964 66
Microsporum gypseum 3645 60
Microsporum gypseum 3060 37
Microsporum gypseum 6034 34
Trichophyton mentagrophytes 4156 53
Trichophyton mentagrophytes 3239 51
Trichophyton mentagrophytes 2875 49
Trichophyton mentagrophytes 4422 42
Trichophyton mentagrophytes 2785 41
Trichophyton tonsurans 4945 44
Trichophyton tonsurans 4946 40
Trichophyton tonsurans 4965 27
Trichophyton tonsurans 4963 27
Trichophyton tonsurans 4968 31
Epidermophyton floccosum 4151 21
Epidermophyton floccosum 3345 16
Epidermophyton floccosum 4798 16
Epidermophyton floccosum 4799 12

Epidermophyton floccosum 3195 0




Figura 1. Atividade queratinolitica qualitativa Figura 2. Atividade queratinolitica qualitativa
da amostra Trichophyton mentagrophytes 4156 da amostra Microsporum canis 4962 utilizando
utilizando queratina solGvel a partir de penas queratina solGvel a partir de penas como

como substrato, apés 14 dias de crescimento. substrato, apds 14 dias de crescimento.

6.2 Producdo de queratinases em meio liquido

6.2.1 Curva de crescimento e do pH durante a producéo de queratinases
O peso seco da massa micelial da amostra de Microsporum canis 4962 e da pena

que ndo foi solubilizada apresentou um crescimento até o 5° dia de incubagdo, mantendo-
se estavel do 5° ao 10° dia de incubacgdo e decrescendo do 10° ao 25° dia, caracterizando
trés fases distintas de crescimento, respectivamente: fase exponencial, fase estacionaria e
fase de declinio (figura 5). J& o peso seco da massa micelial da amostra de Trichophyton
mentagrophytes 4156 e da pena que ndo foi solubilizada apresentou um crescimento até o
5° dia de incubacdo, diferindo do Microsporum canis 4962, manteve-se estavel do 5° ao
15° dia de incubacéo e decresceu do 15° ao 25° dia, caracterizando trés fases distintas de
crescimento, respectivamente: fase exponencial, fase estacionaria e fase de declinio,
como demonstrado na figura 6.

Inicialmente as amostras de Microsporum canis 4962 e Trichophyton

mentagrophytes 4156 foram cultivadas em meio de cultura com o valor de pH inicial de
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5,5, apresentando no decorrer do crescimento fungico uma alcalinizagdo do meio, que

ocorreu do 5° ao 25° dia cultivo (figuras 5 e 6).
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Figura 5 - Curva de biomassa e variacdo de pH durante a producéo de
gueratinase por Microsporum canis 4962 —=—pH —e— Peso seco (mg/mL)
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6.2.2 Curva de Atividade proteasica e contetdo protéico

A amostra de dermato6fito Microsporum canis 4962, expressou sua maior
atividade proteasica no vigésimo dia de cultivo, apresentando 5458 U/mg de atividade,
enquanto que, a amostra Trichophyton mentagrophytes 4156, expressou sua maior
atividade proteésica especifica no quinto dia de cultivo, com 101 U/mg de atividade.
Durante o periodo de cultivo (25 dias), os maiores picos de atividade proteasica
coincidiram com os picos de menores valores de concentragdo protéica para ambas as

amostras estudadas, conforme se pode observar nas figuras 7 e 8.
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Figura 7. Curva de proteina e atividade protedsica da amostra Microspoirum canis 4962,
obtida em meio liquido de queratina durante 25 dias a 37°, 120 rpm.
—s— Ativdade especifica (U/mg) —a— Proteina (mg/mL)
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Figura 8. Curva de proteina e atividade proteasica da amostra Trichophyton
mentagrophytes 4156, obtida em meio liquido de queratina durante 25 dias a 37°, 120 rpm.

—a— Atividade especifica (U/mg) —a— Proteina (mg/mL)

6.3 Atividade queratinolitica

A amostra de dermatofito Microsporum canis 4962, expressou sua maior
atividade queratinolitica no décimo dia de cultivo, apresentado o valor de 750 U/mg de
atividade, coincidindo com o periodo onde houve a maior biomassa do microrganismo.
Enquanto que, a amostra Trichophyton mentagrophytes 4156, expressou sua maior
atividade queratinolitica no quinto dia de incubac&o, apresentando cerca de 19,3 U/mg de
atividade, a qual ocorreu ao final da fase exponencial do crescimento. A atividade
queratinolitica especifica (figuras 5, 6 e 9).

A queratinase presente no extrato livre de células da cultura da amostra
Microsporum canis 4962 (extrato bruto), expressou uma maior atividade em relacéo as
queratinases da amostra Trichophyton mentagrophytes 4156, sendo entdo a caracterizagio

parcial da enzima realizada a partir das queratinases da amostra Microsporum canis 4962.
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6.4 Efeito do pH e da temperatura na atividade e na estabilidade da queratinase

A atividade Otima da queratinase da amostra Microsporum canis 4962 foi
demonstrada ao pH 9,0 e a temperatura de 80 °C (figuras 10 e 11).

A enzima demonstrou atividade consideravel quando submetida a variacdo de
temperatura e pH na faixa alcalina durante o periodo de 90 minutos. Apresentado uma
atividade residual de 42% ap0s esse periodo de incubacdo quando submetida a uma
temperatura de 90 °C, e mantendo uma atividade acima de 60% na faixa alcalina de pH

(8,0 a 10,0) acima de 60% (figuras 10 e 11).
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6.5 Acédo de inibidores

A queratinase da amostra Microsporum canis 4962 foi totalmente inibida pelo
inibidor de serino-protease (PMSF) enquanto que o &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA), o acido iodoacético e a pepstatina ndo apresentaram efeito inibitério sobre a

enzima, demonstrado que a queratinase em estudo trata-se de uma serino-protease.



7 Discussao

As amostras de fungos dermatofitos estudadas sintetizaram uma enzima
queratinolitica extracelular quando cultivadas em meios contendo queratina como Unica
fonte de carbono e nitrogénio, confirmando os dados da literatura que afirmam que as
queratinases microbianas sdo enzimas induziveis pelo substrato (MALVIYA et al, 1992;
CHENG et al, 1995; SIESENOP; BOHM, 1995).

A concentracdo de queratinase extracelular produzida pela amostra de
Microsporum canis 4962 foi observada ao 10° dia de incubacdo desta amostra, no qual
expressou uma atividade de 750 U/mg degradando pena a uma temperatura de 37° C por
2 horas. Torna-se dificil comparar a atividade queratinolitica deste microrganismo com 0s
dados encontrados na literatura devido a variedade de queratina testada como substrato,
porém a atividade do Trichophyton mentagrophytes apresentou 1,22 U/mg utilizando
pelo de cobaio como substrato ( MUHSIN; AUBAID, 2000), enquanto que uma
queratinase isolada de Trichophyton tonsurans degradou queratina azure com atividade
de 0,14 U/mg (SUSAN; RAHMAN, 2000). Ambas atividades de fungos dermatdfitos
mostraram-se inferiores a atividade queratinolitica obtida com a enzima da amostra de
Microsporum canis 4962.

Os efeitos dos inibidores de proteases e o0s resultados do estudo de caracterizacdo
parcial mostraram que as queratinases detectadas podem ser classificadas como serino-
proteases com um pH 6timo na faixa do alcalino, como é comum para a maioria das
queratinases relatadas na literatura (GUPTA; RAMNANI, 2006).

A queratinase da amostra Microsporum canis 4962 mostrou temperatura 6tima de

80°C e termoestabilidade a altas temperaturas (70 - 90°C), esta termoestabilidade é
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comparével a de outras queratinases microbianas isoladas de espécies de Bacillus subtilis
e B. licheniformis com finalidades industriais (CHENG et al, 1995; LIN et al, 1992;
HAMMED et al, 1996). Adicionalmente, a queratinase detectada da amostra
Microsporum canis 4962 apresenta como pH 6timo o pH igual a 9,0 e estabilidade na
faixa alcalina de pH (8,0 - 10,0), semelhantemente a enzimas como a queratinase de
Kocuria rosea que vém sendo estudada para utilizacdo na industria do couro, visto que
estas industrias requerem a utilizacdo de enzimas que mantenham atividade em faixas

elevadas de pH (BERNAL, et al, 2006).
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8 Conclusao

As amostras de dermatdfitos estudadas apresentaram  atividade
queratinolitica, com excecdo da amostra de Epidermophyton floccosum 3195. A amostra de
Microsporum canis 4962, que demonstrou a maior atividade queratinolitica em meio solido,
teve sua enzima produzida em cultura liquida submersa, apresentando uma atividade
queratinolitica de 750 U/mg, temperatura Otima de 80° C e termoestabilidade a altas
temperaturas (70 - 90°C), pH 6timo de 9,0 e estabilidade na faixa alcalina de pH entre 8,0 a
10,0, sendo classificada como uma serino-protease. Esta termoestabilidade permite a
atuacdo da enzima em processos industriais que exijam altas temperaturas. Sua estabilidade
na faixa alcalina do pH possibilita a atuacdo desta enzima na industria do couro oferecendo
um biotratamento efetivo particularmente no processo de depilacdo, sendo adequado para
substituir processos quimicos que causam poluicdo ambiental. Além de ser uma enzima
promissora na utilizacdo de processos biotecnoldgicos tais como: produgdo de ra¢do animal
a partir de farinha de pena, uso em cosméticos, biorremediagdo dos detritos da inddstria

avicola, entre outros.
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