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RESUMO GERAL

Materiais queratinosos sao insolUveis e resistentes a degradagdo por enzimas proteoliticas comuns, tornando-
se importante o estudo de microrganismos produtores de queratinases para ser usado na inddstria
biotecnoldgica. O objetivo deste estudo foi selecionar fungos isolados do solo armazenados na Micoteca
URM, para ser empregado na sintese de queratinases extracelular, caracterizar as cepas quanto a capacidade
queratinolitica, efeito de diferentes substratos, da composi¢cdo do meio e das condi¢bes de cultivo na
producdo de queratinase em cultivo submerso, otimizara aproducéo, caracterizar e purificar a enzima. Para a
determinacdo da capacidade de utilizar substratos queratinosos, 50 cepas fangicas foram utilizadas. Elas
foram cultivadas em fermentagdo submersa em meio contendo sais e penas durante 10 dias a 30 °C em
agitador orbital a 120 rpm. Para avaliar a capacidade queratinolitica e o efeito de diferentes substratos na
producdo da queratinase foram utilizadas as seguintes cepas: Aspergillus sulphureus URM 5029, A.
avenaceus URMS5051, A. sclerotiorum URMb5586 e Trichoderma aureoviride URM5574. Com a linhagem
que apresentou a melhor produgdo e o melhor substrato, foi realizado estudos do efeito da composi¢do do
meio, condicGes de cultivo na producéo da queratinase, otimizag¢do da producéo, caracterizacdo e purificacdo
da enzima. Aspergillus sulphureus, Trichoderma aureoviride, Aspergillus avenaceus e A. sclerotiorum
mostraram os melhores resultados com 7,35 U /ml, 7,2 U/ml, 6,7 U/ml e 6,05 U/ml de atividade
queratinolitica, respectivamente. As espécies testadas se destacaram na colonizagdo dos diferentes substratos
gueratinosos e o melhor substrato para a producdo de queratinase foi a pena de frango. A producdo de
gueratinase por A. sulphureus foi incrementada nas seguintes condi¢des: 2 g/50 ml de pena de frango, 0,1
g/50 ml de NaNos, 0,001 g/50 ml de CaCl,, pH 7,8, 35°C, 160 rpm e 10° esporos/ml em cultivo liquido
submerso em 10 dias de incubagdo. A partir desses resultados foi realizado um planejamento fatorial
completo 2°, para otimizar a producdo da queartinase, e as melhores condices de producdo foram: pH 8,0,
36 °C, 120 rpm, 2,5% (p/v) de penas de frango em 10 dias, com a maxima atividade de 10,06 U/ml,
mostrando um aumento de 1,44 vezes. A queratinase de A. sulphureus apresentou melhor atividade em pH
10,0 e 35 °C e é pouco inibida na presenca de ions metais (Co®*, Mg*, Cu®*, Zn**, Mn**, Ca*") e PMSF e
fortemente inibida por EDTA, sugerindo ser uma metaloprotease. As melhores condicdes para purificacdo da
queratinase de Aspergillus sulphureus, apds anélise estatistica, foram: massa molecular do PEG, 8000;
concentracdo do PEG, 20% e concentracdo de citrato 15%, apresentando aumento de pureza e recuperacdo
queratinolitica de 25,04 e 184,9%, respectivamente. Com base nos resultados, concluimos que a preservacao,
sob 6leo mineral é satisfatorio para manter a viabilidade e a taxonomia das culturas por longos periodos de
tempo e os microorganismos do solo podem ser uma interessante fonte de fungos produtores de queratinases.
Além disso a capacidade da queratinase de A. sulphureus ser estavel em uma ampla faixa de pH (6,5-9,0) e

temperatura (25-60 °C) sugere 0 uso desta cepa em processos biotecnoldgicos industriais.

Palavras-chave: queratinases, producdo, purificacdo, fungos filamentosos.



ABSTRACT

Keratinous materials are insoluble and resistant to degradation by common proteolytic enzymes, making it
important to study keratinases producing microorganisms for use in the biotechnology industry. The aim of
this study was to select fungi isolated from soil stored in the URM Culture Collection, to be employed in the
synthesis of extracellular keratinases, characterize the strains and the ability queratinolitica, effect of
different substrates, the medium composition and cultivation conditions in the production of keratinase in
submerged culture, aproducdo optimize, characterize and purify the enzyme. To determine the ability to use
keratinous substrates, 50 fungal strains were used. They were grown in submerged fermentation in medium
containing salts and penalties for 10 days at 30 ° C on an orbital shaker at 120 rpm. To assess the ability
gueratinolitica and the effect of different substrates on keratinase production we used the following strains:
Aspergillus sulphureus URM 5029, A. avenaceus URM5051, A. sclerotiorum URM5586 and Trichoderma
aureoviride URMb5574. With a lineage that had the best production and best substrate, was carried out studies
of the effect of medium composition, cultivation conditions on keratinase production, production
optimization, characterization and purification of the enzyme. Aspergillus sulphureus, Trichoderma
aureoviride, Aspergillus avenaceus and A. sclerotiorum showed the best results with 7.35 U/ ml, 7.2 U / ml,
6.7 U / ml and 6.05 U / ml keratinolytic activity, respectively. The species tested stood out in the
colonization of different keratinous substrates and the best substrate for the production of keratinase was the
poultry feathers. Keratinase production by A. sulphureus was increased in the following conditions: 2 g/50
ml of poultry feathers, 0.1 g/50 ml of NaNO3, CaCI2 0.001 g/50 ml, pH 7.8, 35 ° C, 160 rpm and 106
spore/ml in submerged in liquid culture 10 days of incubation. From these results we carried out a full 2*
factorial design to optimize the production of queartinase, and the best production conditions were: pH 8.0,
36 ° C, 120 rpm, 2.5% (w/v) feather chicken in 10 days, with maximum activity of 10.06 U/ml, showing an
increase of 1.44 times. The keratinase of A. sulphureus showed better activity at pH 10.0 and 35 ° C and is
slightly inhibited in the presence of metal ions (Co*, Mg®*, Cu?*, Zn**, Mn?*, Ca?") and PMSF and strongly
inhibited by EDTA, suggesting that a metalloprotease. The best conditions for purification of keratinase from
Aspergillus sulphureus, after statistical analysis were: molecular weight of PEG 8000, PEG concentration,
20% and 15% concentration of citrate, an increase of purity and keratinolytic recovery of 25.04 and 184.9%,
respectively. Based on the results, we conclude that the preservation under mineral oil is satisfactory to
maintain the viability and taxonomy of cultures for long periods of time and soil microorganisms may be an
interesting source of keratinases producing fungi. Furthermore the ability of keratinase of A. sulphureus be
stable over a wide pH range (6.5 to 9.0) and temperature (25-60 ° C) suggests the use of this strain in

industrial biotechnology processes.

Key-words: keratinases, production, purification, filamentous fungi.
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1. INTRODUCAO

A colecdo de Culturas-Micoteca URM do Departamento de Micologia da
Universidade Federal de Pernambuco, conta atualmente com cerca de 9.000 culturas de
fungos filamentosos e leveduras, preservadas pelos metodos liofilizagao, 6leo mineral e
agua destilada esterilizada, procedentes de diversos substratos e ambientes, dentre os
quais destacamos o solo.

O solo tem sido considerado um reservatorio natural de dermatofitos e outros
fungos queratinofilicos. Substratos de varias origens ricos em queratina podem juntar-se
ao solo na forma de pélo, cabelo, unha, casco, chifre e apéndices relacionados. Em
geral, os ambientes mapeados e relatados como ricos destes fungos, sdo os solos de
areas densamente povoadas, jardins publicos, “playgrounds”, fazendas de galindceos e
de gado e outros lugares ocupados por animais e materiais organicos em decomposi¢éo
(Mercantini et al., 1989; Ali-Shtayeh, 1989; Al-Musallam, 1990; Kaul e Sumbali,
1994).

Os fungos queratinofilicos pertencem ao maior grupo de organismos capazes de
usar a queratina como Unica fonte de carbono e nitrogénio. Secrecdo de enzimas
queratinoliticas tem sido demonstrada em alguns fungos patogénicos que podem causar
infeccdes por invadir a pele ou couro cabeludo de mamiferos, entretanto, tais enzimas
ndo sdo exclusivamente associadas a fungos patogénicos visto que também sdo
encontradas em algumas espécies geofilicas (Moallaei et al., 2006).

As queratinases (E.C. 3.4.9.11) pertencem ao grupo das hidrélises de serinas que
sdo capazes de degradar a queratina, um polipeptidio formado por unidades de
aminoacidos, com massa molar da ordem de 10.000 g.mol™, apresentando residuos de
cisteina na proporgéo de 7 a 20% do namero total de residuos de aminoéacidos (Onifade
et al., 1998). Pertencem a classe das proteinas fibrosas, com formacdo de pontes
disulfeto inter e intramolecular, resultando em um material com caracteristicas de
conformacdo rigida e tenaz, devido a rede tridimensional das fibras de queratina
(Schrooyen et al, 2001; Romnani e Gupta, 2004; Anbu et al., 2007).

As queratinases microbianas tém se tornado biotecnologicamente importantes,
devido a capacidade destas enzimas de hidrolisar a queratina, uma escleroproteina,
insolivel em 4gua e em solventes organicos, e resistente a acidos e alcalis diluidos.

Estas enzimas sdo amplamente produzidas por microrganismos na presenca de

14
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substratos queratinosos como cabelo, pena, 1& unha, chifre, etc., durante sua
degradacdo. O complexo mecanismo da queratinolise envolve acdes cooperativas dos
sistemas sulfitoliticos e proteoliticos. As queratinases atuam em uma ampla faixa de
temperatura e pH e sdo na maioria das vezes, serina ou metalo proteases.

Uma grande diversidade de bactérias e fungos sdo fontes de queratinases que
sd0, na maioria das vezes, extracelulares. Em geral, os fungos queratinoliticos
pertencem aos fungos imperfeitos, incluindo espécies dos géneros: Chrysosporium,
Aspergillus, Alternaria, Trichurus, Curvularia, Cladosporium, Fusarium, Geomyces,
Gleomastis, Monodictys, Myrothecium, Paecilomyces, Stachybotrys, Urocladium,
Scopulariopsis, Sepedonium, Penicillium, Doratomyces (Gradisar et al., 2000).

Embora as queratinases dos dermatéfitos sejam bastante conhecidas em relagdo a
natureza patogénica destes fungos (Sohnle e Wagner, 2000), estas enzimas ganharam
recentemente impulso biotecnoldgico, devido ao isolamento de queratinases de
microrganismos ndo patogénicos que possuem habilidade em degradar a queratina
insollvel de penas e transforma-las em alimentos economicamente Uteis (Lin et al.,
1999; Riffel et al., 2003), fertilizadores nitrogenados, colas e laminas (Friedrich e
Antranikian, 1996; Schrooyen et al., 2001; De Toni et al., 2002). As queratinases sao
utilizadas tradicionalmente em diversos setores industriais como na producdo de
detergentes, de cosméticos, de couros, de racdo (Farag e Hassan, 2004), na medicina,
assim como em novos campos como no tratamento da doenca do mal da vaca louca
(Langeveld et al., 2003) e na manufatura de plasticos biodegradaveis.

Por outro lado, residuos ambientais sdo encontrados em grandes quantidades em
muitos paises. Embora alguns deles contenham uma consideravel quantidade de
proteinas e varios compostos de carbono, pouca atencdo tem sido dada para utilizagdo
ou reciclamento desses residuos no meio tecnoldgico. Adicionalmente, o acimulo de
alguns desses residuos na natureza é considerada uma séria fonte de poluicdo e um
perigo para a saude. Sendo as penas compostas por queratina (90% ou mais), residuo de
penas representam uma alternativa potencial para a expansiva dieta alimentar de
animais de interesse pecudario (Santos et al., 1996). Geralmente, estes residuos passam
por tratamentos fisicos e quimicos. Esses processos requerem significante energia e
também destroem certos aminoacidos (Noronha et al., 2002). Portanto, a biodegradacéo
da queratina por microrganismos representa um método alternativo para melhorar o
valor nutricional de residuos de penas e para prevenir a contaminacdo do ambiente

(Farag e Hassan, 2004; Gupta e Rammani, 2006).

15



Sousa, M.A. Otimizacdo da producao, caracterizagdo enzimatica e purificacéo...

As enzimas queratinoliticas sdo geralmente produzidas em fermentagédo
submersa por fungos e bactérias (Onifade et al., 1998). Essa producdo € muito
influenciada por componentes do meio, especialmente fontes de carbono e nitrogénio, e
por outros fatores como concentracdo do indculo, oxigénio dissolvido e tempo de
incubacdo, essencialmente, cada organismo ou extrato tem suas condicdes especiais de
producdo méxima da enzima (Puri et al., 2002; Anbu et al., 2007). O estudo de
processos de otimizacdo atraves de um design fatorial e analise das respostas séo
importantes para determinar as condicdes Otimas do processo de producdo da
queratinase extracelular (Anbu et al., 2007).

As queratinases purificadas até hoje sdo principalmente proteina serina alcalina
com alto nivel de atividade em substratos de proteinas insollveis. Os estudos de
caracterizacdo e purificacdo das queratinases tém caminhado na direcdo do
entendimento dos mecanismos de degradacdo da queratina, identificacdo molecular dos
genes envolvidos e otimizagdo da producéo e uso dessas enzimas (Bernal et al., 2006).

Este trabalho de tese teve por objetivo avaliar a capacidade queratinolitica de
fungos filamentosos do solo, estocados na Micoteca-URM, selecionar a linhagem mais
promissora para a producdo da queratinase e avaliar parametros de melhores condi¢bes

para producdo dessa enzima, caracterizar e purificar a queratinase.

16



Sousa, M.A. Otimizacdo da producao, caracterizagdo enzimatica e purificacéo...

2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1. Queratinases

As queratinases pertencem ao grupo das proteases, que catalisam a hidrdlise das
ligacGes peptidicas nas proteinas. As proteases representam uma classe de enzimas com
importantes papéis em processos fisioldgicos e biotecnologicos. Podem ser obtidas de
varios tecidos de origem animal, vegetal ou a partir de microrganismos. Séo
classificadas pelo seu pH 6timo ou pela natureza quimica do seu sitio ativo (Said e
Pietro, 2004).

De acordo com o comité internacional de nomenclaturas (International Union of
Biochemisty), proteases séo hidrolases classificadas no subgrupo 5, do grupo 3. Essas
enzimas tém classificagcdo diversificada, ndo obedecem facilmente as regras de
nomenclatura, devido a diversidade de agéo e estrutura (Rao et al., 1998).

Com base no ponto de clivagem da cadeia polipeptidica, as proteases ou
peptidases sdo grosseiramente divididas em dois grupos: exoproteases e endoproteases.
As exoproteases clivam ligacGes peptidicas proximas as extremidades e as
endoproteases atuam nas regides internas da cadeia polipeptidica (Rao et al., 1998).

Outra classificacdo das proteases baseia-se no pH o6timo de atividade.
Fundamentando-se nessa caracteristica sdo classificadas como: &cidas, neutras e
alcalinas. As proteases acidas 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 valores de pH entre 6,0 e 8,0. em relacdo as proteases alcalinas, essas séo
ativas em pH entre 8,0 e 13,0 (Rao et al., 1998).

As proteases sugerem a atividade patogénica de fungos de importancia medica,
estando relacionada com a propagacdo no hospedeiro durante o processo invasivo
(Weitzman e Smmerbell, 1995).

As queratinases da maioria das bactérias, actinomicetos e fungos apresentam pH
Otimo na faixa de neutro a alcalino (Letourneau et al., 1998; Gradisar et al., 2000;
Sangali e Brandelli, 2000; Rissen e Antranikian, 2001; Riffel et al., 2003; Farag e
Hassan, 2004; Thys et al., 2004; Anbu et al., 2005). Contudo, um pequeno nimero de
gueratinases possui pH 6timo na faixa de alcalinidade extrema, acima de 12,0 (Takami
et al., 1999; Mitsuiki et al., 2004).
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A temperatura Otima das queratinases esta em uma faixa entre 30 e 80 °C, no
entanto, a enzima de Chrysosporium Kkeratinophilum (Dozie et al.,, 1994) e
Fervidobacterium islandicum AW-1 (Nam et al., 2002) mostrou temperatura étima de
atividade excepcionalmente alta entre 90 e 100 °C, com meia vida de 30 e 90 minutos,
respectivamente.

Gupta e Ramnani (2006) fizeram uma revisao sobre as queratinases microbianas
que se tornaram biotecnologicamente importantes, uma vez que o objetivo da hidrolise
da "Queratina”, formada por polipeptidios fortemente cruzados. Essas enzimas sdo
largamente produzidas na presenca de substratos de queratina na forma de cabelos,
penas, 14, unhas, durante a sua degradacdo. O complexo mecanismo queratinolitico
envolve acdo cooperativa de sistemas proteolitica e sulfitolitico. Queratinases sao
enzimas estaveis, com atividade em uma ampla faixa de temperatura e pH e sdo na sua
maioria serinas ou metaloproteases. Sequiéncia de homologias de queratinases indicou a
sua relacdo com a familia das serina proteases. Destacam-se entre proteases, uma vez
que atacam os residuos de queratina da pena e, conseqlientemente, encontram aplicacéo
no desenvolvimento custo-beneficio dos subprodutos para alimentacdo animal e
fertilizantes. Sua aplicacdo também pode ser estendida para industrias de detergentes e
de couro onde servem como enzimas especiais. Além disso, essas enzimas também
encontram aplicacdo na limpeza da 18 e seda e na industria do couro. Além disso, sua
aplicacdo na perspectiva desafiante do dominio da degradagdo do “prion” iria
revolucionar o mundo das proteases em um futuro préximo.

Brandelli et al. (2010) estudaram as queratinases que sdo enzimas proteoliticas
que possuem a capacidade de degradar proteinas insolliveis como a queratina. Essas
enzimas sdo produzidas por diversos microorganismos pertencentes aos dominios
Eucarya, Bacteria e Archea. As queratinases possuem uma grande diversidade em suas
propriedades bioquimicas e biofisicas. A maioria as queratinases sao otimamente ativas
em pH neutro a alcalino e 40-60 °C, mas exemplos de microrganismos queratinoliticos
em condigdes alcalinica e termofilica foram bem documentados. Varias queratinases
tém sido associadas a familia subtilisina de proteases do tipo serina. Estudos com
substratos especificos e inibidores indicaram que as queratinases muitas vezes sdo
serina ou metaloproteases com preferéncia por residuos hidrofobicos e aromaticos na
posicdo P1. As enzimas queratinolitica possuem diversas aplicacGes atuais e potenciais

em agroindustrias, farmacéuticas e biomédicas. Seu uso na conversdo da biomassa em
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biocombustiveis pode chamar a atencdo para a crescente preocupacdo com a

conservacao de energia e reciclagem.

2.2. Caracterizacdo das queratinases

As queratinase sao classificadas de acordo com seu pH e temperatura 6timos de
atividade, neste contexto apresentam pH 6timo na faixa de neutro a alcalino e
temperatura 6tima esta em uma faixa entre 30 e 80 °C. Além disso, as queratonases sdo
clasificadas em serina proteases ou metaloproteases de acordo com o seu sitio ativo,
assim, queratinases inibidas por EDTA e EGTA possuem no seu sitio ativo diferentes
metais e neste caso sdo classificadas como metaloproteases, quando o sitio ativo da
enzima é inibido por PMSF sdo classificadas como serina proteases. Na Tabela 1 €

mostrado alguns trabalhos com as principais caracteristicas apresentadas pela

queratinase produzida por difrentes fungos.

Tabela 1 Trabalhos mostrando as principais caracteristicas da queratinase produzida por

diferentes fungos.

Fungos

Caracterizacéo

Referéncias

Candida sp

Aspergillus funigatus

Doratomyces
microsporus

Microsporum canis

Chrysosporium
keratinophilum

Aspergillus oryzae

Scopulariopsis
brevicaulis

Inibida: Pepstatina A

Atividade reduzida por agentes

redutores e cations. Inibida:
EDTA, 1, 10-fenantroline e
fosforamido. Metaloprotease

pH étimo 8,0-9,0 e 50 °C;
Inibida: PMSF. Serina.

pH 6timo 8,0 e 50 °C; Inibida:

EDTA. Metaloprotease.
pH 6timo 8,0 e 40 °C.

pH 6timo 8,0 e 50 °C; Inibida:

EDTA, Pb. Metaloprotease.

pH étimo 8,0 e 40 °C; Inibida:

PMSF. Serina.

Ray e Payne 1990

Monod et al. 1993

Gradisar et al. 2000

Brouta et al. 2001

Singh 2002

Farag e Hassan 2004

Anbu et al. 2005
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Cont.

Fungos Caracterizacéo Referéncias
Trichophyton pH étimo 8,0. Serina. Moallaei et al. 2006
vanbreuseghemii

Mirothecium pH étimo 8,0-9,0 e 40 °C; Moreira et al. 2007
verrucaria Inibida: PMSF. Serina.

Trichoderma atroviride  pH 6timo 8,9-9,0 e 50-60 °C; Cao et al. 2008
Inibida: SDS e PMSF. Serina.

Pichia pastoris pH 6étimo 8,0 e 60 °C. Inibida:  Lin et al. 2009
recombinante Cu?*, Fe®*, Hg*", Fe**
Penicillium sp. Enzima Ahm1: pH 6,0-8,0a50 EI-Gendy 2010

°C; Enzima Ahm2: pH 6,0-
11,0 a 60-65 °C; Inibidas:
EDTA e EGTA.
Metaloprotease.

Ray e Payne (1990) caracterizaram proteinases acidas de Candida sp. A enzima
apresentou pH 6timo de 2.5 para 5.5 e varios substratos especificos, incluindo para
queratina, colageno desnaturado, hemoglobina, caseina e albumina. As proteinases
acidas foram inibidas por pepstatina A, mais ndo por EDTA ou fenilmetilsulfonil
fluoride. Com isso os autores concluiram que a producdo dessas proteases por Candida
sp é um potencial fator de viruléncia que pode facilitar a colonizagdo e invasdo da pele
por Candida.

Rojanavanichi et al. (1990) caracterizaram uma protease extracelular de um
estirpe de crescimento rapido Hendersonula toruloidea quando foi cultivado em meio
liquido contendo albumina de soro bovino como unica fonte de nitrogénio. A enzima
purificada foi uma serina protease, como indicado pela forte inibicdo da atividade por
fluorofosfatado  diisopropilo, Fenilmetilsulfonil ~ fldor, L-1-cetona tosylamido
phenylethylchloromethyl-2, e quimostatina e a boa cinética constante de um substrato
sintético, Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-MCA. A enzima apresentou pH oOtimo de 9,
Constituintes da pele, como estrato corneo e unha, mas ndo cabelo, eram facilmente
digeridos pela presente enzima.

Monod et al. (1993) caracterizaram a metaloprotease de Aspergillus fumigatus
cultivado na presenca de colageno como Unica fonte de carbono e nitrogénio. Agentes
de reducdo e cations bivalentes reduziram bastante a atividade da enzima, enquanto

detergentes ndo ionicos ndo tiveram efeito. As metaloproteases de A. fumigatus foram
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totalmente inibidas por EDTA, 1, 10-fenantroline e fosforamido, mais ndo foram por
inibidores especificos como as proteases serina, aspartame e cisteina. Estas
metaloproteases ndo foram capazes de clivar a elastina e é termo-sensivel.

Gradisar et al. (2000) estudaram a producdo de uma queratinase extracelular por
Doratomyces microsporus em cultivo liquido submerso aerébico em um meio contendo
uma proteina para induzir a sintese da enzima. A queratinase foi purificada apresentou
6timos de pH entre 8,0-9,0 e temperatura 50 °C. A queratinase foi totalmente inibida
por PMSF (Phenilmethilsulphonil Fluoride), sendo capaz de hidrolisar diferentes
materiais queratinosos, bem como algumas proteinas ndo-queratinosas. A hidrolise de
alguns substratos sintéticos, especificos para proteinas conhecidas, sugeriu que a
queratinase de D. microsporus é proxima a proteinase K.

Muhsin e Aubaid (2000) caracterizaram a queratinase extracelular de
Trichophyton mentagrophytes var. erinacei isolados de pacientes com tinea cruris. O pH
6timo da queratinase purificada foi 5.5 e a temperatura 6tima para alta atividade da
queratinase foi 50 °C. A atividade da enzima foi especificamente aumentada contra pélo
do porquinho da india, e proteinas fibrosas e inibida por Flior Fenilmetilsulfonil
(PMSF). A caracterizacdo da queratinase de Trichophyton mentagrophytes var. erinacei
mostrou que esta enzima pertence ao grupo das serinas.

Brouta et al. (2001) estudaram a protease queratinolitica secretada por um
isolado clinico de felino o Microsorum canis cultivado em caldo contendo queratina do
felino como unica fonte de nitrogénio. Esta enzima foi purificada exibiu atividade
significativa contra queratina azure, vermelho congo elastina e coldgeno desnaturado
tipo | (azocoll). Usando este ultimo substrato, o pH 6timo foi em torno de 8.0 e a
temperatura 6tima em torno de 50 °C. A protease foi inibida fortemente por 1,10-
fenantroline, fosforoamido e EDTA, confirmando que essa queratinase € uma
metaloprotease.

Singh (2002) caracterizou a queratinase de Chrysosporium keratinophilum
isolado de residuos de organodluentes. A queratinase foi 6tima em pH 8,0 e a 40 °C. A
enzima enzibiu altos indices de atividade nos substratos queratinosos, pele e cabelo de
bafalo.

Farag e Hassan (2004) caracterizaram a queratinase livre da cultura de
degradacédo de pena de Aspergillus oryzae. A enzima purificada foi capaz de hidrolisar
diferentes substratos mostrando uma alta atividade proteolitica em soro albumina bovina

e caseina seguida por queratina, penas de frango, colageno, penas de pato e 1d de ovelha.
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O ph 6timo da enzima livre foi 8.0. A temperatura 6tima da reacdo foi determinada
como sendo 50 °C. A queratinase livre reteve 42,05% de sua atividade a 70 °C (60
min). A enzima pura foi ativada por ions calcio e bario enquanto EDTA e Pb inibiram a
atividade.

Anbu et al. (2005) estudaram a queratinase extracelular produzida por
Scopulariopsis brevicaulis isolada do solo de fazendas de aves domeésticas de
Nammakkal, india. A queratinase extracelular deste fungo aprsentou pH 6timo 8,0 e a
temperatura 6tima a 40 °C. A atividade da queratinase purificada em relagdo ao pH. A
enzima foi bastante inibida por Fluor Fenilmetilsulfonil (PMSF), o que sugere um
residuo de serina no ou préximo ao sitio ativo.

Kim e Lei (2005) estudaram a seriana protease de Thermomonospora fusca
expressa na levedura Pichia pastoris, que é termo-estavel (até 85 °C) e tem atividade
uma ampla faixa de pH e forte resisténcia aos detergentes. A queratinase da levedura
mostrou pH e temperatura 6timos de 8,5 e 80 °C, respectivamente, utilizando
azocaseina como substrato.

Gradisar et al. (2005) compararam as caracteristicas de Paecilomyces
marquandii e Doratomyces microsporus. Todas as queratinases sdo serina proteases. A
atividade queratinolitica de P. marquandii em estrato cérneo foi detectado em uma
ampla gama de valores de pH (pH 6 a 11), com a atividade maxima em pH 8. O pH
6timo de atividade para P. marquandii e D. microsporus é em torno de pH 8. A
queratinase P. marquandii possui temperatura 6tima a 60 e 65 °C. fons Ca®* ndo alterou
significativamente a estabilidade da enzima. Ambas as queratinases purificadas foram
totalmente inibida pelo inibidor da protease serina PMSF e parcialmente pelo EDTA
(cerca de 30%), enquanto iodoacetamida ndo causou qualquer inibicdo. O aumento
maximo de atividade da enzima no estrato corneo queratina foi observado por a
presenca do agente redutor DTT. A atividade da queratinase foi aumentada em dobro
para P. marquandii e triplicada para D. microsporus. O agente redutor B-ME causous
um ligeiro aumento da atividade do P. marquandii e aumentou significativamente a
atividade queratinolitica de D. microsporus. O DMSO ndo influenciou a atividade da
queratinases até uma concentracao de 5%, enquanto o isopropanol diminuiu a atividade
em cerca de 13% na concentragcdo de 1%. SDS inibiu ambas as enzimas a uma
concentracédo de apenas 0,1%.

Moallaei et al. (2006) caracterizaram a proteinase extracelular do dermatofito

geofilico Trichophyton vanbreuseghemii. A atividade da proteinase foi 6tima a pH 8.0,
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mais permaneceu alta na faixa de pH 7.0-11. A enzima parcialmente purificada
apresentou atividade queratinolitica evidenciada no teste de queratina azure. O perfil
inibitorio e a boa atividade da enzima foram na dire¢cdo do substrato sintético N-
succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilida sugerindo que esta enzima pertence ao grupo
das serinas proteases.

Li et al. (2007) caracterizaram e expressaram o sfp2, um gene que codifica uma
protease serina queratinolitca de Streptomyces fradiae var. k11 que foi expresso na
levedura Pichia pastoris. A queratinase do sfp2 recombinante purificada foi
caracterizada. Os 6timos de pHs e temperaturas de sfp2 para protedlise da caseina e
queratina azul foram pH 10,0, 60 °C e pH 9,0, 55 °C, respectivamente. A atividade de
sfp2 ficou estavel em pHs entre 3,0 e 11,0. A atividade da enzima foi inibida por Co* e
Cr** e melhorada por Ni** e Cu®*.

Moreira et al. (2007) estudaram a queratinase de Myrothecium verrucaria
crescido em fermentacdo submersa e semi-sélida usando penas de frango como Unico
substrato. A atividade proteolitica foi detecdada em vérios valores de pH, com o 6timo
entre 8 e 9, e dentre as temperaturas 0 Maximo de atividade foi a 40 °C. A enzima
hidrolizou eficientemente pena de frango, 1a de ovelha, unha e cabelo humano. A
atividade queratinolitica foi fortemente inibida por PMSF e parcialmente inibida por
EDTA.

Ya-Peng et al. (2007) estudaram a queratinase de uma nova cepa de
Streptomuces sp, pele humana do pé foi foi usada como unica fonte de nitrogénio para o
caracterizar 0 micro-organismos para sua capacidade de degradar queratina. De cerca de
200 cepas, uma cepa de Streptomyces sp foi selecionada por possuir a maior atividade
queratinolitica, e a atividade total da cultura foi de 110 KU/ml. Teste de especificidade
de substrato indicou que o queratinase degrada queratina azul, cabelo humano, penas de
galo e colageno. O pH 6timo da queratinase variarou entre 7,5 e 10 e a temperatura
entre 40 °C e 55 °C. Concluindo-se que as excelentes caracteristicas da queratinase de
Streptomyces sp pode levar a sua aplicacdo no tratamento de residuos e na industria de
couro e desenvolvimento de remédios e cosméticos.

Anbu et al. (2008) estudaram um fungo queratinofilico nativo de penas
degradantes, Trichophyton sp. HA-2, isolado de pena do solo na India O pH 6timo e
temperatura foram determinados como sendo 7,8 e 40 °C, respectivamente. Esta enzima
foi completamente inibida pelo Flaor Fenilmetilsulfonil (PMSF), indicando a presenga
de proteases.
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Cao et al. (2008) estudaram fungos nao patogénico degradores de penas isolados
por um novo método baseado na simulacdo de um processo de decomposi¢cdo no
ambiente e caracterizaram a querainase produzida. O isolado F6 com atividade
queratinolitica alta foi identificado como Trichoderma atroviride com base em
caracteristicas morfoldgicas e analise da sequéncia 1TS1-5.8S-1TS2. A queratinase
purificada pertencia a serina protease. Seu pH Otimo, temperatura Otima, e
especificidade de substrato sdo diferentes das outras proteases de serina de espécies de
Trichoderma. O pH 6timo e temperatura da queratinase purificada foram 8,0-9,0 e 50-
60 °C. A enzima foi estavel em ph entre 7-11 mantendo 60% de sua atividade iniciam e
em temperatura entre 40 °C mantendo 100% de ativida e a 50 °C manteve 60% de
atividadede. A queratinase foi ativa em caseina, gelatina, soro albumina bovina, penas e
substratos sintéticos (Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA and Suc-Ala-Ala-Ala-pNA). A enzima
foi inibida por SDS e PMSF e aprcialmente inibida por Hg®* e Cu** e a atividade foi
aumentada na presenca de Ca*".

Lopes et al. (2008) estudaram a queratinase de Coccidioides immitis. Esta teve
sua atividade totalmente inibida por fenolmetilsulfonil flior (PMSF), um inibidor de
serina peptidase. Por outro lado, metalo, cisteina e inibidores da peptidase aspartil ndo
alteraram o comportamento da enzima. Esta serina peptidase extracelular foi capaz de
degradar a queratina, além de clivar diferentes substratos de proteina, incluindo gelatina,
caseina, hemoglobina e albumina.

Moreira-Gasparin et al. (2009) caracterizaram a protease de Myrothecium
verrucaria e exploraram a sua capacidade de degradar penas de aves nativas. A enzima
purificada apresentou pH étimo de 8,3 e manteve-se estavel ao longo de um ampla faixa
de pH (5,0 a 12,0). A temperatura 6tima foi de 37 °C, com estabilidade térmica a
temperaturas até 45 °C. A enzima foi capaz de hidrolisar B-queratina, sem necessidade
quimica ou enzimatica de reducdo das ligacdes dissulfeto. Considerando que, todos os
dias, as aves processadas produzem penas como residuos de produtos, esta protease
pode ser Gtil em processos biotecnolégicos com o objetivo de melhorar a transformacéo
de penas de aves através de solubilizacdo da B-queratina em peptideos utilizvel. Além
disso, ela também pode ser Gtil em processos com o objetivo de reduzir a polui¢do
ambiental causada pelo acumulo de penas.

Lin et al. (2009) caracterizaram a queratinase recombinante (rK) expressa em
Pichia pastoris. A rK foi purificada foi estavel em pH 6,0-9,0 e 1-60 °C e teve um pH e
temperatura 6timos de 8,0 e 60 °C, respectivamente. Ba®*, Ca**, Mg?*, Mn?*, Zn*,
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ditiotreitol, glutationa, ¢ P-mercaptoetanol ativaram a atividade da queratinase rK,
enquanto Cu?*, Fe?*, Hg*", Fe**, 4cido tetraacético de etileno glicol, cido tetraacético
de diamina e p-chloromercuriobenzoato inibiram a sua atividade.

El-Gendy (2010) selecionou o fungo endofitico queratinolitico Penicillium spp.
Morsyl isolado do coral marinho Dendronephthya hemprichii, como a cepa
queratinolitica hiperativa em fermentacdo sélida com substrato de diferentes
agriculturas e residuos de aves de capoeira. Os pardmetros cinéticos das queratinases
purificadas foram otimizados para a hidrolise de azoqueratina pela enzima Ahm1 (pH
7.0-8.0, estavel na faixa de pH de 6.0 a 8.0 a 50 °C) e enzima Ahm2 (pH 10.0-11.0,
estavel na faixa de pH 6.0-11.0 a 60-65 °C). Enquanto que inibidores das proteases
serina (Fenilmetilsulfonil fllor) e cisteina (iodoacetamida) tiveram efeitos menores na
atividade de ambas Ahm1 e Ahm2, ambas queratinases foram fortemente inibidas por
agentes quelantes EDTA e EGTA. Estes resultados sugerem que residuos de serina e
cisteina ndo estdo envolvidos nos mecanismos cataliticos, e elas sdo metaloproteases.

Saber et al. (2010) caracterizou a atividade queratinolitica de culturas de
Alternaria tenuissima K2 e Aspergillus nidulans K7. A atividade da queratinase foi
Otima em condic¢6es alcalinas entre pH 8,0 e 9,0 para A. tenuissima K2 e entre pH 7,5 e
9,0 para A. nidulans K7, com 6timo em pH 8,5 para ambas as enzimas. Em uma ampla
faixa de temperatura (de 25 °C a 65 °C), a queratinase de A. nidulans K7 mostrou um
méaximo de atividade a 40 °C e atividades queratinoliticas maiores a temperaturas mais
altas foi encontrada para queratinase de A. tenuissima K2.

Vermelho et al. (2010) caracterizaram a queratinase de uma cepa de levedura
isoladas a partir de residuos de penas de frango foi identificada como Candida
parapsilosis. A levedura foi capaz de crescer em tampao fosfato suplementado com 1%
de pena nativas como o Unica fonte de carbono e nitrogénio. 20 vezes da concentracao
do sobrenadante da cultura de Candida parapsilosis cultivadas em penas foi analisada
por eletroforese em SDS-PAGE contendo ou 1% de gelatina ou 1% de queratina como
substratos, apresentando uma Unica banda com massa molecular aproximada de 60 kDa
com atividades gelatinolitica e queratinolitica. A atividade proteolitica foi totalmente
inibida por PMSF, sugerindo ser uma enzima extracelular pertence a classe da serina
peptidase. Este foi o primeiro relato de uma serina peptidase extracelular produzida por

C. parapsilosis com atividade queratinolitica.
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2.3. Potencial de Aplicacao das Queratinases

O mercado mundial de enzimas industriais foi estimado em 1,5 bilhdo de
ddlares, onde 75% sd@o 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 bilhGes de ddlares. Nesse
mercado, as proteases constituem o segundo grupo de enzimas de maior
comercializacdo, com expressiva participacdo das que possuem acéo terapéutica (Rao et

al., 1998). Na tabela 2 ¢ mostrada algumas das principais aplicaces da queratinase.

Tabela 2 Aplicacdes das queratinases.

Aplicacoes Referéncias

Processamento do couro Riffel et a. 2003
Pillai e Archana 2008
Prakash et al. 2010
Tiwary e Gupta 2010
Chenggang et al. 2011

Degradacéo de residuos Lin et al. 1996
agricolas Gioppo et al. 2009
Zaghloul et al. 2011

Racdo animal Onifade et al. 1998
Gioppo et al. 2009
Stark et al. 2009

Formulacéo de detergentes Hoshino et al. 1995

Rai et al. 2010

Rai e Mukherjee 2011
Industria farmacéutica Kim et al. 2004
Fertilizacdo de plantas Vesela e Friedrich 2009
Industria téxtil Caietal. 2011
Degradacao de “prions” Langeveld et al. 2003

Chen et al. 2005

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 o0 uso de enzimas na industria farmacéutica e de cosmético tem expandido

rapidamente. A razdo para o0 excesso desses biocatalizadores nesse ramo industrial
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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 com condicdes fisioldgicas de pH e
temperatura (Rao et al., 1998).

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 a substituicao
gradual de processos quimicos pelo uso de biocatalizadores (Teixeira et al., 1994).

Devido as suas propriedades cataliticas degradativas e sintéticas, as proteases
constituem uma classe particular de enzimas de imensa importancia fisioldgica e
comercial. Essas enzimas sdo encontradas universalmente, e sdo produzidas tanto por
animais como por plantas e microrganismos. Estes Gltimos constituem as fontes mais
promissoras para enzimas com potencial para aplicagdo industrial. No entanto, o custo
de producdo das proteases € 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 inovacdo biotecnolégica, favorecendo a procura por novas cepas de
microrganismos a serem utilizadas para fins particulares na industria (Hodgson, 1994).

Tendo em vista 0s acordos mundiais para o uso de tecnologias ndo poluentes, as
proteases queratinoliticas de origem microbiana comecaram a ser usadas em larga
escala na bioconverséo de residuos (Friedrich e Kern, 2003; Farag e Hassan, 2004), nas
indGstrias de alimentos, téxteis, farmacéuticas e industrias de cosméticos (Farag e
Hassan, 2004).

As queratinases representam uma classe de enzimas com importante papel em
processos biotecnoldgicos, destacando-se 0s seguintes potenciais de aplicacgdo:
processamento economicamente correto do couro (Hoshino et al., 1995; Riffel et al.,
2003); degradacdo dos residuos produzidos na industria avicola (penas de galinha)
(Bockle et al., 1995; Lin et al., 1996); melhoramento nutricional de ragdes para animais,
a partir de penas (Onifade et al., 1998); producéo de hidrolisados protéicos a partir dos
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 aminoacidos especificos e peptideos (Friedrich e Kern, 2003); como
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também na medicina através da eliminacdo da queratina na acne, psoriase e calos
humanos (Kim et al. 2004).

2.3.1. Processamento e bioconvercéo de residuos de queratina

Materiais constituidos por queratina tais como: chifres, penas, unhas e cabelos
sdo abundantemente encontrados na natureza como descarte ou subproduto industrial.
Estes compostos podem ser convertidos em concentrados protéicos de valor nutricional
para animais (Anwar e Saleemuddin, 1998).

Stark et al. (2009) estudaram a eficicia da suplementacdo do Versazyme (VZ)
com a queratinase produzida por Bacillus licheniformis PWD-1. 192 pintos machos
foram alimentados com esta ragdo, estes apresentaram ganho de 55 g de peso corporal
com 21 dias de idade.

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 area de nutricdo animal, devido a seu baixo custo de obtencdo e grande
potencial como fonte alternativa de proteinas para racdo animal (Latshaw et al., 1994;
Onifade et al., 1998; Gassesse et al., 2003).

Zaghloul et al. (2011) estudaram o potencial da queratinase secretada por células
recombinantes de Bacillus subtilis degradar penas em biorreator 14 L Bio Flo 110 de
laboratério. Altas quantidades de produtos finais da hidrolise das penas foram liberadas
no meio e as células recombinantes de Bacillus subtilis se manteram 100% estaveis até
0 quinto dia de fermentacdo. Esses resultados mostram a grande eficiéncia do uso de
cepas queratinoliticas na biorremediacéo de penas que séo liberadas no ambiente.

Em alguns paises, as penas sao utilizadas como complemento para ra¢do animal
na forma de farinha de penas (Papadopoulos 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 lationina, resultando
assim em um produto de baixa digestibilidade e pouco valor nutritivo, além de
proporcionar um custo muito alto no processo produtivo. Considerando o custo termo
energético do processamento convencional das penas, e a sua limitacdo quanto a
diminuicdo do valor nutricional, trona-se necessario investigar tecnologias alternativas,
gue aumentem o valor nutricional e ndo causem danos ambientais, através do uso de

biofontes que reduzam os custos do processo. Métodos biotecnolégicos envolvendo
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microrganismos e suas enzimas parecem ser apropriados para esse processo
biotecnoldgico (Onifade et al., 1998). O uso de enzimas queratinofilicas surge como
uma alternativa para a hidrolise destes materiais, jA& que 0 uso dessas enzimas no
processamento de penas mantém o seu valor nutritivo (Papadopoulos, 1989; Latshaw et
al., 1994; Wang e Parsons, 1997; Gessesse et al., 2003; Wang et al., 2003). Além disso,
frangos tratados com ragdo suplementada com queratina proveniente de penas
submetidas ao processo de hidrolise enzimatica, apresentaram ganho de peso
comparavel ao da racdo suplementada com farinha de soja (Onifade et al., 1998).

Trabalhos realizados sobre producdo de queratinases por Aspergillus fumigatus,
indicaram que a enzima produzida foi capaz de degradar a queratina in natura, tendo
potencial para uso biotecnoldgico na degradacdo de penas (Lindberg et al., 1981).

O rico concentrado protéico da farinha de pena, também pode ser aplicado em
agriculturas organicas como fertilizante com lenta liberacdo de nitrogénio (Hadas e
Kautsky, 1994; Choi e Nelson, 1996). A agricultura organica conta com o
enriquecimento de nitrogénio do solo, que é consequéncia 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, hd uma necessidade de procurar por
alternativas mais convenientes (Hadas e Kautsky, 1994).

Vesela e Friedrich (2009) estudaram a hidrdlise enzimatica de residuos de cascos
e chifres por uma queratinase de Paecilomyces marquandii, para uso em produtos de
fertilizacdo de plantas. Com a queratina em pé a 50 °C e pH 8 entre 34 a quase 60% de
nitrogénio os residuos foram solubilizados em 5 h, dependendo da concentracdo da
enzima. Os produtos de hidrélise consistiu em uma mistura de proteinas sollveis,
peptideos e aminoacidos livres. Entre este Gltimo, 18 aminoacidos comuns foram
detectados. Varios deles foram previamente reconhecidos como tendo um efeito
positivo sobre as plantas. Comparado com outras proteinas hidrolisadas destinada para
fertilizantes sugere que a degradacdo de produtos de queratina, obtida por hidrolise
enzimética, tem potencial para ser utilizada para adubacdo foliar, sozinho ou em
combinagdo com outros hidrolisados complementares de uma fonte diferente.

Farinha de pena sendo rica em nitrogénio (15%) e apresentando baixo custo
pode prontamente substituir 0 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 retencdo de &gua.

29



Sousa, M.A. Otimizacdo da producao, caracterizagdo enzimatica e purificacéo...

A farinha de pena obtida pela hidrolise enzimatica microbiana apresenta numerosas
vantagens em relagdo a outros fertilizantes organicos, como o alto valor nutritivo, a

facilidade em sua producéo e seu baixo custo (Gupta e Ramnani, 2006).

2.3.2. Industria de processamento do couro

A indastria do couro é o segmento industrial que j& vem fazendo uso da
biotecnologia das queratinases, que sd8o empregadas para depilar a pele durante o
processamento do couro, em substituicdo ao uso do sulfeto de sodio que é extremamente
toxico e gera gas sulfidrico (Kise et al., 1990; Kitayama, 1992). Esta tecnologia vem se
estabelecendo como uma opcao viadvel pela sua efetividade e conseqiiente 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. Uma queratinase produzida por uma cepa de Bacillus sp., j& esta sendo testada
em nivel industrial (Kudrya e Simonenko, 1994). Espécies de Bacillus subtilis tem sido
estudas para seu potencial de aplicacdo na depilacdo do couro utilizando diferentes
substratos de queratina (Pillai et al., 2011).

Prakash et al. (2010) estudaram a degradacdo de penas de aves e remocdo de
cabelo do couro de cabras pela queratinase secretada por Bacillus halodurans PPKS-2.
A enzma foi efetivamente utilizada tanto na degradacdo das penas como na remogéo do
cabelo do couro de cabra. Mostrando que esta cepa pode ser utilizada em processos de
biorremediagdo de penas no ambiente e na industria de processamento do couro.

Tiwary e Gupta (2010) estudaram a aplicacdo da queratinase produzida por
Bacillus licheniformis ER-15 para a degradacdo de penas de aves e depilagéo do cabelo
da pele de bufalo e constataram a efeciéncia desta enzima na degradacgdo das penas em
12 horas a pH 8 e 50 °C e na depilacéo do cabelo da pele de bufalo no prazo de 16 h na
presenca de 3% Ca(OH)s,.

Chenggang et al. (2011) estudaram o potencial de aplicacdo da queratinase
produzida por Bacillus subtilis, condicoes otima para a degradacdo de penas e de
depilacdo foram estudados. Obtiveram como resultados que 10 e 15 g de pena/L, pH
inicial 8,5, 32 °C, 2% de in6culo sdo as condicoes Otima para
degradacdo das penas com 45% e 68% de degradacdo apos 121 e 128 °C de tratamento
por 20 min; a queratinase cultivadas também ap’resentou habilidade para depilar o

cabelo da pele de bezerros e cabras em 8-12 e 12-16 horas, respectivamente.

30



Sousa, M.A. Otimizacdo da producao, caracterizagdo enzimatica e purificacéo...

2.3.3. Industria Farmacéutica

Na industria farmacéutica, queratinases produzidas por Cryptococcus
sedentarius foram estudadas para a remoc¢do de calosidades em seres humanos. Este
microrganismo foi identificado como agente etiolégico de uma doenca caracterizada
pela erosdo da sola dos pés. As enzimas proteoliticas, isoladas de cultivo desse fungo 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 degradagdo enzimatica de polimero de
queratina (Kim et al., 2004). Em outra possivel aplicacdo farmacéutica, as queratinases
podem também ser utilizadas para eliminar a queratina da acne, psoriase e na

preparacdo de vacinas na terapia de dermatofitos.

2.3.4. Formulacéo de detergentes

Enzimas proteoliticas tém dominado o mercado de detergentes a um longo
tempo. Contudo, ha sempre necessidades de enzimas com novas propriedades que
possam ampliar a acdo dos detergentes enzimaticos (Gupta et al., 2002).

Queratinases tém habilidade para se ligar e hidrolisar substratos solidos tais
como penas, que € uma importante propriedade para os detergentes enzimaticos, Vvisto
que sdo requeridos para atuar em substratos protéicos aderidos a superficies solidas.
Esses detergentes podem ajudar na remocdo de sujeiras que sdo freglientemente
encontradas em roupas sujas, tais como golas de camisa, onde a maioria das proteases
falha em sua acdo (Gassesse et al., 2003).

Queratinases tém sido utilizadas também em detergentes para limpeza de
esgotos obstruidos com lixo queratinoso (Farag e Hassan, 2004) e para remover cabelos
em dreno de banheiro (Takami et al., 1992).

Rai et al. (2010) estudaram uma protease alcalina bacteriana (AS-S24-11). A
enzima foi estavel na maioria dos detergentes para roupa comerciais testados em
temperatura ambiente, melhorando o desempenho dos detergentes, demonstrando assim
a sua viabilidade para a incluséo em formulacGes de detergente para a roupa.

Rai e Mukherjee (2011) testaram a queratinase produzida por Brevibacillus sp
AS-S10-11 para sua capacidade de depilacdo do pélo em pele de cabra e seu uso em

formulacBes de dertentes. A queratinase purificada de Brevibacillus sp se mostrou
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estavel nos detergentes para rroupa comerciais testados e propriedade de depilacdo da
pele de cabra. Tronando a inclusdo da queratinase desta bactéria viavel para a
formulacéo de detergentes de lavanderia e na industria do couro.

2.3.5. Degradacao de “prions”

“Prions” sao particulas protéicas ricas em queratina, responsaveis por uma
doenca neurodegenerativa fatal, chamada encefalopia espongiforme transmissivel
(Musahl e Aguzzi, 2000). Shih et al. reportaram que a queratinase PWDI (Versazyme) é
capaz de degradar completamente “prions” de tecido de cérebro bovino com
encefalopatia espongiforme (Langeveld et al., 2003).

Chen et al. (2005) estudaram as propriedades para degradacdo da proteina
Sup35NM isolada de uma levedura ndo patogénica, que foi clonada e expressa em E.
coli, purificada e caracterizada. Esta proteina corresponde ao prion de proteina da
encefalopatia espongiforme transmissivel de bovinos. A proteina Sup35NM foi
facilmente degradada por queratinase e protease K, entretanto os agregados desta

proteina foram mais resistentes para ambas as enzimas.

2.3.6. Outras aplicacbes

Outras aplicacdes potenciais das queratinase incluem a digestdo anaerdbica de
residuos de aves domésticas para produzir gas natural para combustivel (Brutt e Ichida,
1999), na modificacdo de fibras tais como: seda e 1& (Rissem e Antranikian, 2001), na
producdo de plasticos biodegradaveis (Gupta e Ramnani, 2006) e como pesticidade de
um nematdide de galhas (Meloidogyne incdgnita) a partir da queratinase de Bacillus sp
50-3, quando o nematdide foi exposto a 50 Ig/l da solugdo de queratinase 98,5% de taxa
de mortalidade de Meloidogyne incdgnita foi obtida apds 24 h (Yue et al. 2011).

Cai et al. (2011) avaliaram o tratamento de tecido de |& pela queratinase
produzida por uma espécie de Pseudomonas isolada da l&0. O extrato bruto dessa
bactéria foi utilizado para o tratamento de tecidos de 18 e 0s autores encontraram como
as melhores condigdes para o tramento as seguintes condicdes: 30 °C, pH inicial 7,6 e
160 rpm de agitacdo, além da eficicia do tratamento do tecido de 4,1% em 6 h a for¢a

téxtil do tecido ndo foi perdida.
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2.4. Fungos queratinofilicos e queratinoliticos

A atividade queratinolitica dos dermatofitos e outros fungos queratinofilicos foi
estudada por muitos pesquisadores (English, 1969; Filipello Marchisio et al., 1994;
Warzkiewice et al., 1991; Marchisio et al., 1994; Rashid et al., 1996; Ali-Shtayeh e
Jamous, 2000). Os mecanismos em que os fungos queratinoliticos degradam a queratina
de sua fonte natural, tal como o cabelo, parece ser resultado de a¢des mecanicas dos
fungos (Baxter et al., 1969; Ali-Shtayeh e Jamous, 2000) e da atividade enzimatica
proteolitica da queratinase intracelular (Yu et al., 1971; Ali-Shtayeh e Jamous, 2000).
Na tabela 3 sdo mostradas algumas técnicas de isolamento de alguns fungos

queratinofilicos e o substrato onde foram isolados.

Tabela 3 Técnicas de isolamento, substratos e géneros de fungos queratinofilicos.

Procedéncia Técnica de Géneros Referéncias

isolamento
Cabelo e Isca de Cladosporium, Penicillium, Ali-Shtayeh et al.
couro cabelo Aspergillus, Microsporum 2000
cabeludo Aphanoascus, Chrysosporum,

Trichophyton

Passaros Isca de Chrysosporium, Trichophyton,  Efuntoye e Fashanu
dosméticos cabelo Microsporum, Aspergillus, 2001

Fusarium, Mucor, Rhizopus,
Penicillium e Trichoderma

Solo Isca de Arthroderma, Chrysosporium, Deshmukh 2002b
cabelo Malbranchea, Microsporum,
Pseudogymnoascus,
Trichophyton
Solo Isca de Aspergillus, Chrysosporium, Deshmukh e Agrawal
cabelo Microsporum, Trichophyton 2003
Solo Isca de Acremonium, Aspergillus, Saxena et al. 2004
cabelo Chrysosporium, Emmonsia,

Geomyces, Keratinophyton,
Microsporum, Myceliophthora,
Penicillium, Sporotrichum e

Trichophyton
Solo Isca de Chrysosporium, Aphanoascus,  Zaki et al. 2005
cabelo Uncinocarpus
Solo Isca de Aphanoascus, Auxarthron, Deshmukh e Verekar

cabelo Chrysosporium, Ctenomyces 2006
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Cont.
Procedéncia Técnica de Géneros Referéncias
isolamento
Solo Diluicdoem  Aspergillas, Microsporum, Irun et al. 2007
placa e isca Cunninghamella
de cabelo
Solo Agar Aphanoascus, Arthroderma, Maghraby et al. 2008
Sabouraud Aspergillus, Chrysosporium,
Gyminoascus, Penicillium,
Trichophyton
Pena de aves Agar Chrysosporium, Trichophyton, ~ Mandeel et al. 2009
Mycobiotic Arthroderma, Scopulariopsis,
Sepedonium
Solo Isca de Auxarthron, Chrysosporium, Deshmukh e Verekar
cabelo Gymnoascus, Microsporum 2010

A diferenca entre fungos queratinofilicos e queratinoliticos esta baseada na
utilizacdo e/ou destruicdo da queratina. Os fungos queratinoliticos sdo capazes de
decompor a queratina presente no substrato, sendo potencialmente patdgenos ao homem
e animais. Por outro lado, espécies queratinofilicas sdo capazes apenas de usar materiais
naturalmente associados com a queratina, ou resultantes de sua degradacdo (Marchisio
etal., 1991; Ulfig et al., 1997).

Malviya et al. (1992) observaram que a degradacdo da queratina comeca antes
da deteccédo da atividade extracelular da queratinase e esta degradacdo foi associada ao
crescimento micelial. Isto pressupde que uma parte da degradacdo € mecanica (Onifade
etal., 1998).

O crescimento e alongamento do micélio dos fungos geram uma presséo e uma
resisténcia no substrato compacto. Evidéncias para a degradacdo mecanica como um
mecanismo de integracdo da queratindlise vem sendo discutido por diversos autores.
Acredita-se que a penetracdo mecanica através do micélio seja necesséria para expor
locais mais reativos para a clivagem enzimatica das ligacfes peptidicas (Onifade et al.,
1998). De acordo com as evidéncias disponiveis, pode-se presumir que a queratinolise
mecanica preceda a queratinolise enzimatica até haver a producdo de exoproteases pelo
micelio. Pode haver também uma simultaneidade entre a hidrélise mecénica e

enzimatica no processo inicial (Onifade et al., 1998).
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Diferentes isolados de uma mesma espécie podem variar na producdo de
estruturas invasivas € no grau de atividade queratinolitica, assim como em muitas
atividades bioquimicas do fungo (Marchisio et al., 1994).

Os fungos queratinoliticos sdo capazes de utilizar a queratina como Unica 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).

Kaul e Sumbali (1999) coletaram amostras de solo de dez aviarios de Jammu,
norte da India, e estudaram quanto a presenca de fungos queratinofilicos pela técnica de
isca de queratina. Vinte especies pertencentes a nove géneros (Chrysosporium,
Malbranchea, Scopulariopsis, Microascus, Gliocladium, Circinella, Fusarium,
Penicillium e Aspergillus) foram isolados. Algumas delas sdo conhecidas por serem
agentes patogénicos potenciais.

Ali-Shtayeh e Jamous (2000) demostraram que a irrigacdo de esgoto da cidade
parece afetar as densidades populacionais das comunidades de fungos queratinofilicos,
sendo as maiores densidades populacionais encontradas em solos de campo altamente
poluidos, enquanto que a baixa densidade populacional ocorre em solos de campo nao
poluidos. No entanto, as semelhancas na biodiversidade de comunidades de fungos
queratinofilicos existentes em ambos o0s solos ndo poluidos e poluidos e matérias-primas
de esgoto da cidade. As espécies mais comumente encontradas incluem Alternaria
alternata, Aspergillus candidus, Geotrichum candidum e Paecilomyces lilacinus. Os
solos de campo que recebem o esgoto da cidade crua ou &gua de irrigacdo normal
mostraram-se ricos em fungos queratinofilicos patogénicos e potencialmente
patogénicos, incluindo dermatd6fitos, com o maior percentual nos esgotos da cidade,
seguido pelos campos moderadamente poluidos, campos ndo poluidos, e campos
fortemente poluidos. Os fungos dermatdfitos obtidos destes habitats incluem
Microsporum gypseum, Trichophyton ajelloi, Arthroderma cuniculi, A. curreyi,
Chrysosporium keratinophilum, C. tropicum e C. pannorum. A capacidade de 55
espécies de fungos cicloheximida-resistente (117 isolados) para degradar cabelo
humano “in vitro” foi investigada. As espécies foram isoladas de solos de campos
poluidos (cidade das aguas residuais da irrigacdo) e ndo poluidos (irrigacdo normal) e de
aguas residuais das cidades-primas. A intensidade da atividade queratinolitica (IKA) foi
estimada em uma escala de 0-100, com base na expressdo morfoldgica de
gueratindlises. Uma elevada percentagem das espécies testadas (48/55, 87%)
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demonstraram um grau variavel de atividade queratinolitica. Chrysosporium
keratinophilum, Microsporum gypseum, Penicillium frequentans, Rhizopus stolonifer e
Trichophyton ajelloi mostraram IKA forte, e foram capazes de produzir estruturas
invasivas relacionadas com a penetracédo radial e erosao superficial. Por outro lado, sete
de todas as espécies testadas, incluindo espécies de Acremonium, Aspergillus carneus,
Nectria inventa, Penicillium citrinum, Paecilomyces variotii, Plectosphaerella
cucumerina e Verticillium nubilum, ndo apresentaram atividade queratinolitica. A
atividade queratinolitica das seguintes espécies é registrada neste estudo, pela primeira
vez: Acremonium strictum, Chrysosporium pannorum, Cladosporium herbarum,
Fusarium tricinctum, Gliocladium viride, Humicola fuscoatra var. fuscoatra, Nectria
ventricosa, Penicillium griseofulvum, P. islandicum, Verticillium catenulaume e V.
psalliotae. Isolados da mesma espécie podem variar em seu IKAs. Assim, essa
caracteristica nao parece ser constante ou espécie-especifico.

Ali-Shtayeh et al. (2000) avaliaram a microbiota do cabelo e couro cabeludo de
1.389 criangas clinicamente normais com idade entre 6-12 anos de 12 escolas do
Distrito de Nablus, Autoridade Palestina. As coletas ocorreram em trés ocasifes ao
longo do periodo de 8 meses (Outubro de 1998 a maio de 1999) utilizando a técnica de
isca de cabelo. Cento e uma espécies de fungos pertencentes a 33 géneros foram
encontrados: 6 dermatdfitos, 16 fungos queratinofilicos como dermatéfitos e 79
espécies de outros fungos queratinofilicos. As espécies variaram consideravelmente em
sua freqiiéncia de ocorréncia e abundancia com base em seus valores de importancia
relativa (RIVS). As espécies mais freqlentes e abundantes foram: Cladosporium
cladosporioides, C. herbarum, Penicillium chrysogenum e Aspergillus flavus.
Microsporum canis, Aphanoascus fulvescence e Chrysosporum sulfureum foram as
espécies mais freglientes e abundantes de todos os dermatdfitos e fungos
queratinofilicos isolados. Os dermatofitos mais freqlientes e abundantes em diferentes
comunidades foram M. canis em areas rurais (RIV 0,87) e em criancas urbanas (0,45) e
Trichophyton violaceum (1,41) em criancas do campo de refugiados. Espécies de
Chrysosporium foram as mais freqlentes e abundantes dentre os fungos queratinofilicos
em criancas de todas as localidades seguido por Aphanoascus fulvescence. Resultados
comparaveis sobre a freqiiéncia e abundancia da microbiota de fungos no cabelo e couro
cabeludo foram obtidos com base na faixa etaria e sexo das criangas. O maior numero
de espécies foi isolado nos meses da primavera (73 espécies) do que nos meses de
outono (57) e inverno (44). Em vista destes resultados, pode-se concluir que a
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microbiota do couro cabeludo e cabelos de criancas em idade escolar é rico em fungos
patogénicos e potencialmente patogénicos incluindo dermatdfitos. Essas criangas
podem, portanto, atuar como uma fonte direta de infec¢do para outros colegas, membros
da familia e outros em contato direto com elas, ou como uma fonte indireta de infecgédo
através da contaminacdo da sala de aula e areas de habitacdo. Melhorar as condic6es de
higiene no ambiente da escola e habitos de higiene das criangas pode
contribuir para a diminuicéo dessas infeccGes flngicas.

Deshmukh et al. (2000) coletaram em Mysore, india, 88 amostras de solo de
diversas areas e habitats e rastrearam quanto a presenca de fungos queratinofilicos e
dermatdfitos. Os dados mostram que apenas 55 das 88 amostras apresentaram fungos
queratinofilicos. Um total de 12 espécies de quatro géneros foram isoladas.
Chrysosporium indicum foi a espécie mais freqlientemente isolada (21,6%), mas o
percentual de ocorréncia € relativamente baixo nesta area. Microsporum gypseum foi o
segundo mais isolado (13,6%), seguido de Chrysosporium anamorfo de Ctenomyces
serratus (9,1%). Chrysosporium keratinophilum, Chrysosporium pannorum e
Chrysosporium tropicum ocorreram em 2,3, 2,3 e 6,8% das amostras, respectivamente,
e, além disso, trés espécies ndo identificadas de Chrysosporium também foram isoladas.
Um isolado do dermatéfito Trichophyton mentragrophytes também foi isolado.

Filipello Marchisio (2000) estudou os fungos queratinofilicos colonizadores
naturais dos substratos queratinosos. Alguns sdo queratinoliticos e desempenham um
papel ecoloégico importante na decomposicdo da queratina, uma proteina fibrosa
insolavel, por causa da sua cadeia polipeptidica em estruturas de a-hélice e as suas
ligagBes por pontes de dissulfeto, que sdo pouco biodegradaveis. Duas formas principais
de ataque foram identificadas: erosdo da superficie e penetracdo radial. Na eroséo de
superficie, a seqiiéncia do processo de degradagdo como o nivel de queratinizagdo (as
ligacOes cruzadas cistina) dos componentes da matriz queratinosa sdo aumentados. Na
penetracdo radial, por outro lado, hifas especializadas podem penetrar, como uma broca
na matriz, independentemente do grau de queratinizacdo. Isto pode ilustrar como o
crescimento pode mudar de diregédo e como atividade secretora pode concentrar-se nas
pontas das hifas de penetracao.

Ghosh e Bhatt (2000) isolaram do solo do lago Chilka-india fungos
queratinofilicos/queratinoliticos, obtendo espécies raras e novas de Orissa e da India:
Chrysosporium zonatum, Malbranchea aurantiaca e Malbranchea anamorfo de

Uncinocarpus reesii. Aphanoascus fulvescens com a maior taxa de isolamento (55,9%)
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mostrou afinidade com a queratina do caranguejo misturado com o solo. Os isolados
também incluiram varios "oportunistas” patogenos, relatados em casos clinicos do
homem e de animais: Acremonium sp., Altenaria alternata, Chrysosporium tropicum,
Ch. zonatum, Cladosporium cladosporioides, Gymnoascoideus petalosporus,
Penicillium lilacinum, P. citrinum, P. corylophilum, Paecilomyces varioti e Rollandina
hyalinospora.

Gugnani (2000) estudou os fungos queratinofilicos que incluem uma variedade
de fungos filamentosos, principalmente compreendendo Hyphomycetes e varios outros
grupos taxondmicos. Hyphomycetes incluem dermatofitos e uma grande variedade de
fungos filamentosos ndo dermatofitos. A maior parte dos Gltimos ocorre como saproéfitas
no solo, e alguns sdo patdgenos de plantas. Espécies de Chrysosporium sdo os fungos
filamentosos mais comuns ndo dermatofitos e sdo predominantemente recuperados do
solo e outros substratos naturais pela técnica de isca de cabelo. C. tropicum e C.
pannicola tém sido frequentemente isolado de lesdes de pele humana e animal, mas a
sua relacdo etioldgica ndo tem sido estabelecida. Nattrassia mangiferae, um
Coelomyceto, é um patégeno de planta bem conhecido, e tem sido freqientemente
relatado durante as Gltimas trés décadas como agente etioldgico de infeccbes da pele
humana e infeccdes de unhas. Outra espécie de Scytalidium, S. hyalinum, considerado
como um albino mutante de S. dimidiatum também tem sido freqlientemente conhecido
por causar infeccdes semelhantes. Phoma, outro Coelomyceto, inclui varias espécies
patogénicas para os seres humanos. Entre outros fungos filamentosos ndo dermatofitos
queratinofilicos conhecido por causar infeccdes humanas estéo as espécies de Fusarium,
Scopulariopsis, Aspergillus, Geotrichum, Alternaria, Curvularia, Onychocola,
Microascus, Aphanoascus e Chaetomium. Vérias espécies de fungos Gymnoascaceous,
Ctenomyces serratus, Gymnoascus reesii, G. intermedius e Gymnascella dankaliensis
sdo frequentemente isoladas de solo pela técnica de iscagem de cabelo, tem sido
tambem ocasionalmente recuperados das lesdes de pele humana, mas sem qualquer
evidéncia de relagdo etiologica. Os critérios considerados importantes para avaliar o
papel dos fungos filamentosos ndo dermatofitos em infeccbes de pele séo a
demonstracdo de elementos miceliais em microscopia direta de raspados de pele ou
biopsia compativel com os da cultura, repetidas culturas positivas a partir de material
clinico, e a exclusao de infeccdo devido a um dermatofitos ou um fungo diferente do

gue esta em questéao.
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Guzman-Chavez et al. (2000) estudaram a presenca de fungos queratinofilicos
com especial referéncia para dermatofitos em cées e gatos que vivem nas cidades do
Meéxico e Nezahualcoyotl na &rea metropolitana da Cidade do México. Duzentas
amostras foram coletadas de cdes e gatos utilizando a técnica de MacKenzie de escovas
de dente. As amostras foram processadas por métodos de rotina micoldgica de fungos
dermatdfitos e os resultados foram analisados por meio do pacote estatistico SAS®.
Foram isolados 67 e 90 cepas de queratinofilicos das amostras de gato e caes,
respectivamente. Os fungos mais comumente isolados em cultura pura neste estudo
foram Chrysosporium spp (25%), seguido pelo Trichophyton terrestre (22%),
Microsporum gypseum (5%), M. canis (4%), bem como culturas mistas com
Chrysosporium spp. & M. gypseum (2%) e T. terrestre & T. mentagrophytes (1%). Os
fungos queratinofilicos foram encontrados em maior nimero na pelagem do gato (67%)
do que no céo (45%) e 0 mesmo ocorreu em relacdo a dermatofitos, com 12 isolados de
100 amostras de gatos e 7 isolados de 200 amostras de cdes. Isto pode representar um
risco a saude dos seres humanos em contato com um gato ou um céo infectado com
dermatofitos.

Katiyar e Kushwaha (2000) isolaram de 144 amostras de sedimentos de agua,
183 fungos pertencentes a nove géneros e 22 espécies. Cinquenta e nove isolados de
Acremonium, 26 de Chrysosporium indicum, 22 de Chrysosporium keratinophilum, 17
de Malbranchea sp. e 10 de Microsporum gypseum foram isolados. Acremonium
implicatum, Chrysosporium georgii, Chrysosporium xerophilum e Geomyces pannorum
foram relatados pela primeira vez na india. A sobrevivéncia em longo prazo de fungos
queratinofilicos potencialmente patogénicos pode representar um risco a saude,
nomeadamente na India, onde as pessoas tomam banhos em rios, lagoas e lagos.

Kaul e Sumbali (2000) coletaram penas de aves vivas e estudaram a presenca de
fungos queratinofilicos sobre elas. Todas as amostras investigadas foram positivas e
quatorze especies de fungos queratinofilicos em dez géneros foram isolados. Destes,
Malbranchea chrysosporoidea é uma nova adi¢do a micoflora indiana.

Efuntoye e Fashanu (2001) estudaram a ocorréncia de fungos queratinofilicos e
dermatofitos em passaros domésticos na Nigéria. Penas, garras e bicos de cem aves
comuns (galinhas, patos, perus e pombos), foram examinados utilizando a técnica “Hair
Bait”, usando como substratos penas, 1a e bicos para o isolamento de fungos. Foram
isoladas 15 espécies, pertencentes aos géneros, Chrysosporium, Trichophyton,
Microsporum, Aspergillus, Fusarium, Mucor, Rhizopus, Penicillium e Trichoderma.
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Microsporum gypseum foi a espécie mais freqlientemente isolada (35%). O género mais
comum foi Chrysosporium, sendo C. keratinophilum a espécie mais frequente (28,3%).
Os autores concluiram que as espécies isoladas incluem fungos potencialmente
patdgenos e produtores de micotoxinas (Aspergillus flavus, A. niger e Fusarium
oxysporum).

Maghazy (2001) estimou a prevaléncia de dermatdfitos e outros fungos nos
cabelos e unhas de criangas saudaveis, ntre nove meses a 4 anos, de 5 creches de Assiut.
Noventa e duas amostras de cabelo e 85 amostras de unhas (grupos de 10 dedos de cada
crianca) foram coletadas. A partir das amostras de cabelo foram isoladas 22 espécies,
Trichophyton (2 espécies) e Microsporum (2 espécies) foram os Unicos dermatofitos
isolados, além do género conhecido como queratinofilico Chrysosporium (4 espécies).
A partir das amostras de unhas, 18 espécies foram identificadas, Trichophyton foi
representada por quatro espécies, Microsporum duas espécies e Chrysosporium 4
espécies. Além disso, varios outros saprofitas e fungos cicloheximida-resistentes foram
isolados. Os dados aqui representados indicaram que quase todas as espécies de fungos
que colonizaram os cabelos e as unhas de criancas saudaveis sdo principalmente
geofilicos e quanto ao maior nimero de espécies nas unhas pode ser devido a falta de
higienizagdo das mesmas. A ocorréncia desses fungos sobre os cabelos ou unhas pode
desempenhar um papel favoravel, invadindo a pele, cabelo e as unhas causando infeccéo
priméaria ou secundaria. Os dados ajudam também a concluir que a varia¢do dos fungos
observados em criancas saudaveis nos cabelos e unhas em creches, parece refletir um
padrdo complexo de interagcbes entre muitos outros fatores, ou seja, a imunidade, a
estirpe de patogenicidade e o nivel de atividades sociais das criangas.

Muhsin e Hadi (2001) estudaram a habilidade de quatro espécies de fungos, dois
dermatofitos e dois saprdbios, em degradar trés tipos de substratos de queratina, cabelo,
pena de galinha e |4 Cabelos tiveram uma elevada taxa de degradacdo por
Chrysosporium pannicola e Microsporum gypseum, pena de galinha foi altamente
degradada por Aspergillus flavus, enquanto a |& foi altamente degradada por C.
pannicola e Trichophyton mentagrophytes var. erinacei. Os autores concluiram que a
proteina liberada dentro do meio de cultura varia entre os fungos estudados. O pH dos
meios alcalinos estudados altera com o tempo de 6,5 para 7,8 e 0S exames
microscopicos apresentaram maceracao dos substratos de queratina pelos fungos.

Ali-Shtayeh et al. (2002) estudaram a ecologia de dermatofitos e outros fungos
queratinofilicos em piscinas e locais poluidos e ndo poluidos em Nabu, distrito da
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Palestina. Utilizando a técnica “Hair Baiting” e a de dilui¢do e plaqueamento em
superficie de meios de cultura, os autores isolaram 50 espécies de fungos
queratinofilicos dos ambientes aquaticos, das quais 22 foram procedentes das piscinas.
Destas, seis foram dermatofitos (Microsporum gypseum e  Trichophyton
mentagrophytes) ou espécies relacionadas a dermatéfitos (Chrysosporium merdarium,
C. tropicum, C. keratinophilum e T. terrestres). As espécies que ocorreram com maior
frequéncia em trés piscinas foram  Acremonium strictum, Cladosporium
cladosporioides, Geotrichum candidum e Paecilomyces lilacinus, e as mais abundantes
foram Acremonium strictum e Aspergillus flavus. Os autores concluiram que nas
piscinas e nos locais poluidos e ndo poluidos estudados, foram considerados como
sendo ricos em fungos patdgenos e potencialmente patdgenos.

Deshmukh (2002 a) estudaram as amostras de solo coletadas dos bancos de
geleira de Gulmarg, Khilanmarg, Sonamarg Tangmarg e do vale da Caxemira, para a
prevaléncia de fungos queratinofilicos e dermatdfitos afins. A partir das 72 amostras
positivas (67,3%), um total de sete géneros com onze espécies foram isoladas
Chrysosporium  keratinophilum  (3,7%),  Chrysosporium  tropicum  (5,6%),
Chrysosporium anamorfo de Ctenomyces serratus (11,2%), Geomyces pannorum
(2,8%), Malbranchea sp. (0,9%), Microsporum gypseum (20,6%), Microsporum nanum
(1,9%), Microsporum vanbreuseghemii (0,9%), Trichophyton ajelloi (15%),
Trichophyton terrestre (2,8%) e Uncinocarpus reesii (1,9%).

Deshmukh (2002 b) estudou a incidéncia de fungos queratinofilicos de solo de
vérias areas de quatro distritos de Kerala (india). Utilizou para o isolamento destes
fungos a técnica “Hair bait” de Vanbreuseghem et al. (1979), usando como isca cabelo
humano esterilizado. Das 158 amostras de solo coletadas, 96 foram positivas para estes
fungos, um total de 15 espécies foram isoladas, Arthroderma simii, Chrysosporium
indicum, C. keratinophilum, C. lobatum, C. pannicola, C. tropicum, C. an. Arthroderma
cuniculi,  Malbranchea aurantiaca, M. fulva,  Microsporum  gypseum,
Pseudogymnoascus roseus, Trichophyton mentagrophytes e T. terrestre. O autor
concluiu neste estudo que uma rica variedade de fungos queratinofilicos existe em
Kerala, podendo ser atribuido ao clima e condigdes ambientais, tais como, tipo de solo,
vegetacdo, fauna e habitacdo humana.

Katiyar e Kushwaha (2002) estudaram a habilidade de degradacdo do cabelo
humano e liberacdo de proteina de substratos queratinosos in vitro pela acdo de 12
fungos isolados da poeira de uma casa em Kanpur, India. Foram testados 12 fungos
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queratinofilicos quanto a sua habilidade de colonizar e invadir o cabelo e liberar
proteina no meio de cultura em um periodo de 30 dias. Chrysosporium indicum e
Microsporum gypseum colonizaram o cabelo humano com seis dias, enquanto espécies
de Acremonium (GPCK 531) levaram 24 dias para colonizar o cabelo. A deterioracéo
completa do cabelo foi observada em Chrysosporium indicum, C. tropicum e C.
tropicum (atipico) ao final de 24 dias. Espécies de Acremonium (GPCK 531) mostraram
invasdo minima do cabelo depois de 30 dias. A maior quantidade liquida de proteina
liberada do cabelo humano foi por Chrysosporium indicum e a menor por espécies de
Acremonium (GPCK 531).

Khanam e Jain (2002) selecionaram sessenta amostras de solo coletadas de
diversas areas da cidade de Damoh para o isolamento de fungos capazes de colonizar e
atacar substratos queratinosos. Sessenta fungos foram isolados. A distribuicdo de fungos
queratinofilicos em varios tipos de solos e em diferentes tipos de substratos de queratina
foi discutida. A partir das amostras positivas (50,0%), um total de oito espécies
pertencentes a dois géneros foram isoladas.

Kiziewicz e Czeczuga (2002) investigaram a ocorréncia do fungo queratinofilico
Lagenidium humanum Karling, utilizando o método de iscas, em relacdo as condicbes
ambientais nas aguas superficiais do rio Bug, Supra$l e Zwierzyniec em Podlasie nos
anos 1995-2000. Este foi o fungo mais comum nas aguas do Suprasl River e Biala, ¢
exuvia de serpente foi a isca mais freqientemente colonizada. Foi revelado que a
ocorréncia de Lagenidium humanum nos reservatdrios de agua foi mais afetado pelo
contetdo de biogenes, sélidos suspensos, oxidantes e temperatura. Sua aparéncia foi
sazonal, sendo mais comum na primavera e no outono.

Shadzi et al. (2002) coletaram 330 amostras de solo e poeira de diferentes locais
em 13 escolas elementar e sete parques publicos na provincia de Isfahan, Irdo e
examinaram para a freqiiéncia de fungos queratinofilicos pela técnica de isca de cabelo.
Duzentos e quatorze isolados de fungos queratinofilicos pertencentes a sete espécies
foram identificados. O isolado mais frequente foi Chrysosporium keratinophilum
(54,2%). Os resultados ajudam a conlcuir que o ambiente de escolas pablicas e parques
sdo contaminados com fungos queratinofilicos potencialmente patogénicos, e assim
mais atencdo aos cuidados higiénicos deve ser dada nestes lugares, para proteger este
grupo suscetivel de criancas de infec¢des fungicas.

Deshmukh e Agrawal (2003) coletaram um total de 112 amostras de solo de

diversas &areas de Jammu, na India, rastreadas para a prevaléncia de fungos
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queratinofilicos e dermatofitos afins. De 65 amostras positivas (58,1%), um total de seis
géneros e 13 espécies foi isolado (A. conjugatum, C. indicum, C. keratinophilum, C.
pannicola, C. queenslandicum, C. tropicum, C. zonatum, C. serratus, K. ajelloi, M.
canis, M. gypseum, T. mentragrophytes, T. terrestre). Os autores concluiram com este
estudo que a flora queratinofilica de Jammu difere de outras partes da planicie indiana,
podendo este fato ser atribuido ao clima e condi¢cbes ambientais de Jammu— maior
altitude, clima frio e solo rico em himus compacto com uma densa vegetacdo. Em
comparacdo, as planicies da India possuem um clima seco com temperaturas mais
elevadas durante a maior parte do ano e solo arenoso que suporta apenas uma fina
vegetacdo escassa.

Ulfig (2003) examinaram fungos queratoliticos e queratinofilicos do lodo de
esgoto pelo método de iscagem utilizando fios de cabelo, que foram colocados em
diferentes temperaturas (23, 26, 29, 33, 37 e 45 °C). Os resultados indicam que este
método pode ser uma ferramenta Gtil para a determinacdo da influéncia da temperatura e
outros fatores sobre a composi¢do fungica em lodo e avaliacdo de riscos para a saude. A
utilizacdo de diversas temperaturas possibilitou o isolamento de uma maior numero de
espécies do que o método tradicional em temperatura ambiente. O método foi adaptado
para fins quantitativos. O efeito do peso de discos de lodo em placas de Petri sobre a
composicdo fungica foi determinado. Um peso de 10 g deve ser utilizado em estudos
qualitativos, enquanto 0s pesos maiores sdo mais adequados para a determinacdo da
influéncia de fatores ambientais sobre o crescimento de fungos e composicao.

Anbu et al. (2004) estudaram solos de 10 fazendas avicolas de Namakkal e 12
aterros de penas de Chennai quanto a presenca de fungos queratinofilicos. Um total de
34 espécies pertencentes a 19 géneros e um fungo ndo-esporulante foram isolados.
Dezesseis espécies de fungos e um fungo ndo-esporulante foram comuns aos dois sitios,
oito espécies foram especificas para Namakkal e nove espécies foram especificas para
Chennai. Dermatofitos e fungos queratinofilicos ndo dermatéfitos foram representados
por seis espécies, pertencentes a cinco géneros. Espécies de fungos comumente
encontrados nas amostras de solo incluiram Chrysosporium keratinophilum (73%),
Trichophyton mentagrophytes (68,2%), Microsporum gypseum (64%), Myceliopthora
vellerea (32%), Chrysosporium estado de Arthroderma tuberculatum (27,3%) e
Geomyces pannorum (23%). Fungos ndo dermatdfitos foram representados por 28

espécies pertencentes a 14 géneros e um fungo nao-esporulante.
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Deshmukh (2004) relataram os resultados de um levantamento preliminar de
fungos queratinofilicos associados com penas de pombos em edificios altos em distrito
de Thane, Maharashtra (india). Um total de 100 amostras foram examinadas, das quais
67 amostras foram positivas para fungos queratinofilicos. No total, 67 cepas de fungos
pertencentes a 10 espécies de sete géneros foram isolados Chrysosporium indicum
(24%), Chrysosporium sp. (2%), Chr. tropicum (8%), Chrysosporium anamorfo de
Arthroderma tuberculatum (3%), Chrysosporium anamorfo de Ctenomyces serratus
(15%), Malbranchea pulchella (3%), Malbranchea sp. (1%), Microsporum gypseum
(5%), Myriodontium keratinophilum (2%) e Trichophyton terrestre (4%).

Deshmukh (2004) vinte amostras de solo das salinas e seus arredores em torno
de Mumbai e Thane (india) foram selecionados para a ocorréncia de fungos
queratinofilicos e dermatofitos. Dez espécies classificadas em seis géneros foram
isoladas usando como isca a crina de cavalo. As espeécies isoladas foram relatadas na
seguinte ordem de dominéncia: Chrysosporium indicum (12,0%), Microsporum
gypseum (7,2%), C. tropicum (5,6%), Chrysosporium anamorfo de Ctenomyces serratus
(4,0%), Trichophyton terrestre (3,2%), Malbranchea aurantiaca (2,4%), C. fluviale
(1,6%), Uncinocarpus reesii (1,6%), Malbranchea sp. (0,8%) e T. mentagrophytes
(0,8%).

Lachoria et al. (2004) estudaram a distribuicdo de fungos queratinofilicos do
solo em diferentes localidades do distrito de Sagar (india), tendo em vista a importancia
microbioldgica e patoldgica destes microrganismos. Para isso as amostras de solo foram
coletadas em fazendas de aves, perto de lojas de barbeiro, casas de animais e dos
hospitais vizinhos. Trinta e uma amostras de solos foram coletadas de diferentes locais
do distrito de Sagar para o estudo da presenca de fungos queratinofilicos e dermatofitos.
Estas amostras renderam um total de 34 espécies pertencentes a 16 géneros. A
prevaléncia de fungos queratinofilicos em diferentes amostras de solo foi 67,74%.

Saxena et al. (2004) observaram a diversidade da microbiota queratinofilica no
solo de Agra durante um ano (Julho 2001-junho 2002), o isolamento dos fungos
queratinofilicos foi através do método de iscagem. A freqiiéncia de ocorréncia de
fungos queratinofilicos em 284 amostras de solo coletadas de varios hospitais, quintais
do gado, granjas avicolas, playgrounds e campos de cultivo foi determinado. Em 204
amostras (72%) foram positivas para estes fungos. Um total de 33 espécies classificadas
em 11 géneros (Acremonium, Aspergillus, Chrysosporium, Emmonsia, Geomyces,
Keratinophyton, Microsporum, Myceliophthora, Penicillium, Sporotrichum e
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Trichophyton) foram encontradas. Espécies de Sporotrichum foram dominantes,
seguidas por Trichophyton simii. O percentual de isolamento de fungos queratinofilicos
encontrado nas amostras estudadas variou entre 62-80%. No solo dos playgrounds foi
verificado o nimero maximo de espécies (80%), enquanto o menos dominante foi o solo
de hospital (62%). Entre todas as iscas utilizadas ocorreu 0 maximo de fungos em
cabelos humanos (82%) seguido de pena de galinha (74%), 1& (61%) e menos em chifres
(45%). O espectro de fungos queratinofilicos isolados em diferentes locais diferem
consideravelmente de acordo com a frequéncia de uso pelos seres humanos.

Vidyasagar et al. (2005) isolaram fungos queratinofilicos da poeira do corredor
de 11 hospitais e solos de 21 lugares publicos, utilizando uma técnica de isca de cabelo.
Um total de 41 espécies pertencentes a 24 géneros foram isoladas. Entre os dermatofitos
e espécies afins, Microsporum gypseum foi predominante, seguido por Chrysosporium
keratinophilum, Trichophyton mentagrophytes, M. nanum e Ch. tropicum. Outras
espécies foram representadas por 32 espécies pertencentes a 21 géneros. A maioria das
espécies isoladas sdo conhecidas por serem agentes de infeccbes em humanos e animais
ou que tenham sido isoladas de lesGes humana e animal. O presente estudo revela que 0s
hospitais e lugares publicos de Gulbarga sdo ricos em fungos queratinofilicos.

Zaki et al. (2005) estudaram a incidéncia de fungos queratinofélicos em cem
amostras de solo lamacento coletados a partir de sete areas nos arredores do Cairo
usando a técnica de isca de cabelo para o isolamento dos fungos. Quarenta amostras de
fungos queratinofilicos foram recuperadas e identificadas atraves das caracteristicas
macro e micromorfologicas. As caracteristicas fisiologicas e moleculares foram
estudadas por determinacdo da composic¢do ubiquinona (Coenzima Q) e sequéncias de
DNA de (ITS1-5.8S-1TS2) e seqiiéncias da regido 18S rRNA. Os queratinofilicos
isolados foram identificados como Chrysosporium carmichaelii, C. queenslandicum, C.
zonatum, C. indicum, Aphanoascus mephitalis e Uncinocarpus reesii. Chrysosporium
zonatum foi a espécie mais frequiente e representou 42,5% do nimero total de isolados.
Cada um dos C. carmichaelii e C. queenslandicum eram iguais em sua prevaléncia e
representou 15%. C. indicum vem em seguida constituindo com 12,5%, seguido por
Uncinocarpus reesii que representou 10%. A espécie menos prevalente no estudo foi
Aphanoascus mephitalis, que foi representada por apenas 5% do total de
queratinofilicos isolados.

Deshmukh e Verekar (2006) coletaram trinta e duas amostras de solo em seis

locais nas proximidades do lago Lonar, uma cratera de um meteorito e rastrearam para a
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presenca de fungos queratinofilicos usando a técnica de isca de cabelo para o
isolamento. Dezessete isolados foram identificados através das caracteristicas macro e
micromorfoldgicas. A identificacdo foi confirmada pela pesquisa BLAST de seqiiéncias
da regido ITS1-5.8S-1TS2 rDNA em relacdo aos do banco de dados NCBI/Gene bank e
comparados com sequéncias depositadas. Sete espécies de quatro géneros foram
isolados Aphanoascus durus (9,38%), Aphanoascus punsolae (3,125%), Auxarthron
kuehnii  (3,125%), Chrysosporium indicum (25,00%), Chrysosporium tropicum
(3,125%), Chrysosporium sp. (3,125%), Chrysosporium anamorfo de Ctenomyces
serratus (6,25%).

Hosamani e Vidyasagar (2006) avaliaram os fatores ecoldgicos de distribuicdo
dos fungos queratinofilicos em solos cultivados e ndo cultivado de Bidar distrito de
Karnataka, na India. Foram coletadas amostras de diferentes locais do distrito de Bidar.
Um total de 28 espécies de fungos pertencentes a 20 géneros foram isoladas. Dos solos
cultivados e nédo cultivados, 25 e 23 espécies de fungos foram isoladas, respectivamente.
Entre os isolados, Mucor racemosus, Curvularia lunata, Aspergillus niger, Aspergillus
flavus, Cunninghamella echinulata, Chrysosprium tropicum, Malbrachea flava,
Alternarai alternata, Verticillium alboatrium e Trichophyton mentagrophytes foram
recuperados de ambos 0s solos. Estes solos foram quase neutros e levemente alcalinos,
com alto teor de carbono orgénico, sulfato, nitrato, calcio e magnésio.

Moallaei et al. (2006) isolaram de cinquenta amostras solo coletadas em varias
areas de florestas e fazendas na Provincia de Golestan, na parte norte do Ira, e
determinaram a prevaléncia de fungos queratinofilicos e espécies dominantes. Um total
de 357 colbnias de fungos, incluindo 13 géneros e 11 espécies foram isoladas:
Anixiopsis stercoraria (16,24%), Arthroderma cuniculi (12,04%), Reniospora
flavissima (9,24%), Fusarium oxysporum (9,24%), Aspergillus flavus (8,68%),
Chrysosporium keratinophilum (8,40%), Trichophyton vanbreuseghemii (7,84%) e
outros fungos (37,56%). O teste de McNemar mostrou que os fungos néo
queratinoliticos foram dominantes na presente investigagdo (P <0,05). Anixiopsis
stercoraria (16,24%) foi o fungo queratinofilico mais prevalente e dominante (P <0,05).
Pode-se concluir que os solos da floresta e patios de Golestan sdo ricos em fungos
queratiofilicos incluindo dermatofitos.

Irun et al. (2007) o solo é bem conhecido por apoiar a continua existéncia de
fungos queratinofilicos e potenciais fontes de infecgdo para os seres humanos e animais.

Fungos queratinofilicos do solo do Distrito Jamshoro, Sindh foram investigados de
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cinco sitios, Universidade de Ciencias Médicas e da Salde, estrada super, perto Pitaro,
cabeca Phulalli e da estacdo Kotri, no periodo de junho de 2005 a maio de 2006.
Quarenta amostras de solos foram coletadas da superficie, 10, 20 e 30 centimetros de
profundidade para determinar a prevaléncia de fungos queratinofilicos e espécies
dominantes. Os fungos queratinofilicos do solo foram estudados pelo método de
diluicdo em placa e técnicas de iscagem. Onze espécies de fungos queratinofilicos
foram identificadas, Aspergillas niger (31,59%), A. flavus (21,40%), A. fumigatus
(2,82%), A. candidus (11,55%), A. ustus (2,35%), A. wentii (5,26%), A. nidulans
(2,05%), Microsporum gypseum (8,60%), M. canis (5,99%), Cunninghamella
echinulata (4,10%) e C.eleguns (4,23%). Os maiores numeros de espécies foram
recuperados do sitio da Universidade de Ciencias Médicas e da Saude em comparacao
com outros sitios; em todos os sitios as espécies foram isoladas moderadamente.

Deshmukh et al. (2008) coletaram oitenta amostras de solo de varios locais do
Bahrein e rastrearam para a presenca de fungos queratinofilicos usando técnicas de isca
de cabelo. Trinta e seis isolados foram recuperados e identificados. As culturas foram
identificadas através das caracteristicas macro e micromorfolégicas. A identificacdo
também foi confirmada pela pesquisa no BLAST de sequiéncias da regido ITS1-5.8S-
ITS2 rDNA em relagdo aos de banco de dados NCBI/Gene bank e comparado com
seqliéncias depositadas para confirmacdo. Oito espécies de cinco géneros foram isoladas
Aphanoascus fulvuscence (8,75%), Aphanoascus punsolae (20,00%), Chrysosporium
indicum (2,50%), Chrysosporium tropicum (2.50%), Chrysosporium zonatum (3,75%),
Spiromastix warcupii  (1,25%), Microsporum gypseum (3,75%) e Trichophyton
mentagrophytes (2,50%). Os autores concluiram que através deste estudo comprovou-se
qgue os fungos queratinofilicos ocorrem em varios solos do Bahrein. Além disso, a
estreita diversidade e baixa densidade de fungos queratinofilicos nos solos investigados
eram esperadas.

Ergin et al. (2008) estudaram ateliers de recreacdo onde os restos arqueoldgicos
sdo restaurados as suas formas originais, esses lugares sdo fechados e possui taxas de
umidade elevadas. As méos e as unhas dos trabalhadores de arqueologia ficam em
contato direto com os fungos queratinofilicos durante o trabalho de restauracéo
arqueoldgica. O objetivo deste estudo foi investigar a presenca e distribuicdo de fungos
queratinofilicos no atelier Laodikeia da antiga cidade de recreacdo (regido de
Pamukkale, parte do Mar Egeu da Turquia). Um total de 18 amostras foram coletadas
dos remanescentes arqueoldgicos durante o ano de 2006. As amostras foram isoladas
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quanto a prevaléncia de fungos queratinofilicos pela técnica de “Hair bait” e os isolados
foram identificados por métodos convencionais micolégicos. Das amostras, 38,9%
(7/18) foram positivos e a distribuicdo de fungos queratinofilicos foram os seguintes:
Chrysosporium spp. (22,2%) (dois deles foram C. keratinophilum), Aphanoascus spp.
(11,1%), Auxarthron spp. (5,5%) e Trichophyton rubrum (5,5%). Concluiu-se que o
historico do paciente, incluindo condicGes de vida e de trabalho, pode ser til para
identificar os fungos queratinofilicos que crescem em meio de cultura contendo
cicloheximida e os trabalhadores de arqueologia devem ser informados das doencas que
podem ser causadas por fungos queratinofilicos ambientais.

Maghraby et al. (2008) estudaram os fungos queratinoliticos que incluem os
fungos que degradam a queratina vigorosamente, bem como um nimero importante de
dermatofitos patogénicos ao homem. Foram identificadas 41 espécies e uma variedade,
pertencentes a 19 géneros em 50 amostras de poeira do chdo apds a cultura em
Sabouraud dextrose agar a 28 °C. Dermatdfitos e fungos estreitamente relacionadas
foram representados por seis espécies Aphanoascus fulvescens, Aphanoascus sp.
Arthroderma cuniculi, Chrysosporium lucknowense, Gymnoascus uncinatus e
Trichophyton rubrum. Trinta e cinco espécies foram isoladas, sendo espécies de
Aspergillus e Penicllium as mais prevalentes. Vinte e sete espécies e uma variedade
pertencentes a 14 géneros foram identificados a partir de 24 amostras de poeira
recolhida no intervalo de 2 semanas da casa de estudante masculina em El-Kenose entre
Janeiro e dezembro de 2005, cultivadas em Sabouraud dextrose agar a 28 °C. A
quantidade de fungos queratinofilicos mostrou flutuacdes irregulares, com um pico em
abril e um ponto mais baixo em novembro. Dermatofitos e fungos taxonomicamente
relacionados foram representados por Aphanoascus fulvescens, Aphanoascus sp.,
Chrysosporium lucknowense, Gymnoascus uncinatus e Trichophyton rubrum. Com
estes resultados os autores comprovaram a incidéncia de alguns dermatofitos na poeira
do chéo de casas de estudantes da South Valley University, Egito.

Shrivastava et al. (2008) estudaram a prevaléncia de fungos queratinofilicos no
solo das varzeas durante as diferentes fases do cultivo, transplante, perfilhamento,
drenagem e maturagdo. Do total 76 amostras de solo, 65 amostras foram consideradas
positivas para os fungos queratinofilicos. Quatorze espécies pertencentes a um Gnico
género Chrysosporium foram isolados. C. keratinophilum (17,1%), seguido por C.

tropicum (13,15%) foram as espécies geofilicas dominantes. A maior porcentagem de
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fungos queratinofilicos apareceu durante a fase da ordenha (100%) de cultivo de arroz,
seguido do estagio de maturacao (89,47%).

Papine et al. (2008) estudaram a ocorréncia de agentes micaticos pela técnica de
isca de cabelo no casco de 162 lontras (Myocastor coypus) e 64 ratos selvagens marrons
(Rattus norvegicus) provenientes da mesma area protegida na regido central da Italia.
Os isolados de lontras (29,6%) foram identificados como Microsporum gypseum
(14,8%), Trichophyton terrestre (9,8%), Alternaria sp. (3,7%), Trichophyton
mentagrophytes (2,5%), Cladosporium sp. (1,8%), Scopulariopsis sp. (1,2%), e
Chrysosporium keratinophilum (0,6%), enquanto que os isolados de ratos (46,7%)
foram identificados como M. gypseum (28,1%), T. mentagrophytes (12,5%),
Chrysosporium tropicum, T. terrestre (3,1% cada) e Chrysosporium inops (1,6%).
Estatisticamente, 0s ratos marrons eram mais provaveis para abrigar agentes fungicos (P
<0,05) em seu revestimento do que as lontras, especialmente T. mentagrophytes (P
<0,01) e M. gypseum (P < 0.05). Nenhum animal apresentou lesGes dermatoldgicas. Os
resultados deste estudo sdo as informagdes béasicas dando o primeiro passo para 0
conhecimento da microflora dos cascos de lontras de uma populacdo selvagem. Os
autores concluiram que as lontras, um roedor aloctone na Italia, podem desempenhar um
papel como reservatorio animal natural de dermatéfitos e como portador de fungos
saprébios e queratinofilicos como seu novo habitat, embora em menor quantidade que
os ratos selvagens. Portanto, as pessoas que estdo expostas ao risco de contato com 0s
cascos coypus e ratos devem tomar todos os cuidados necessarios para se proteger de
agentes micéticos potencialmente transmissiveis ao homem.

Blyskal (2009) estudou as espécies de microrganismos responsaveis pela
destruicdo de substratos particulares, uma das tarefas bésicas no campo da
biodeterioragdo, e identificou fatores que impactam o nivel de danos causados por estes
microorganismos. Mesmo em 1839, era sabido que existiam alguns fungos capazes de
atacar tecidos queratinizados, embora, naquele momento, s6 foram reconhecidos
dermatdfitos. A literatura relevante relativos a deterioragdo microbioldgica dos
substratos queratinosos inclui 299 fungos pertencentes a 100 géneros. Representantes
dos géneros Aspergillus, Penicillium, Chrysosporium, Fusarium, Microsporum,
Trichophyton e Acremonium parecem ser 0s mais comuns. Das 299 espécies coletadas,
107 pertencem principalmente a Onygenales e Eurotiales e sdo patogénicos para 0
homem. A investigacdo centrada sobre a capacidade microbiana para colonizar e

destruir materiais ricos em queratina tem sido realizada principalmente em 1& de ovinos,
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pélos e penas, mas apenas alguns autores tém lidado com a biodeterioracdo de tecido de
14, que € de particular importancia para a preservacgdo de tecidos antigos.

Hedayati e Mirzakhani (2009) isolaram fungos queratinofilicos de lamas das
estacOes de tratamento de A&guas residuais na cidade de Sari, na provincia de
Mazandaran, Republica Islamica do Ird. As amostras foram coletadas a partir de 7
estacOes de tratamento com diferentes tecnologias de tratamento de esgoto. De 35
amostras de lodo cultivados em agar Sabouraud com cicloheximida e cloranfenicol, 326
colbnias de fungos pertencentes a sete espécies foram isoladas. Geotrichum (59,5%),
Cladosporium (13,8%), Alternaria (11,3%) e Penicillium (10,7%) espécies foram os
géneros mais prevalentes. Ndo houve crescimento de fungos queratinofilicos neste
meio. No entanto, usando a técnica “Hair bait”, Microsporum gypseum, Chrysosporium
spp. e Geotrichum spp. foram isoladas.

Mandeel et al. (2009) estudaram a ocorréncia de fungos queratinofilicos
associados com pena de 10 espécies de aves utilizando Agar Mycobiotic e incubando a
25 £ 2 °C durante 4 semanas. Um total de 225 amostras de penas foram cultivadas, das
quais 157 (69,77%) apresentaram fungos queratinofilicos. No total, 184 isolados
fangicos representados por 11 espécies e agrupados em cinco géneros foram
recuperados:  Chrysosporium,  Trichophyton, Arthroderma, Scopulariopsis e
Sepedonium. Com base nos valores de densidade relativa para classificar a prevaléncia
das espécies, o género mais freqiente foi Chrysosporium. Chrysosporium
keratinophilum foi a espécie predominante (54,34%) na maioria das espécies de aves,
seguido por Chrysosporium tropicum (17,93%). A densidade relativa de menos de 10%
foi observada com Chrysosporium merdarium (8,69%), seguido por Scopulariosis spp.
(7,06%). A mais baixa densidade de ocorréncia foi obtida com Arthroderma
tuberculatum (0,54%) e Sepedonium spp. (0,54%). Papagaios Alexandrino e galinhas
rendeu a mais ampla diversidade de espécies de fungos queratinofilicos (6), seguido de
codornas, patos e pombos (5), enquanto pombinhos mostraram estreita diversidade de
espécies (1). Os numeros médios de espécies e isolados por ave é de 3,7 e 18,4,
respectivamente. O estudo mostrou ainda que, aparentemente, penas de aves saudaveis
podem abrigar uma variedade de fungos que podem ser consideradas como uma fonte
potencial de transmisséo de patdgenos de importancia clinica.

Singh et al. (2009) estudaram os dermatéfitos, fungos queratinofilicos e
oportunistas da poeira de 46 hospitais e 47 iméveis em Kanpur, india. Um total de 19
espécies representadas por 1 género foram isoladas pela técnica da isca de cabelo de 230
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e 235 amostras dos hospitais e imoveis, respectivamente. Os fungos isolados foram
Acreminium implicatum (Colegéo de Cultura Tipo Indiana) ITCC 5266, A. strictum
(Centro Germoplasma para Fungos Queratinofilicos) GPCK 1137, Aphanoascus
fulvescens GPCK 1081, Arthroderma simii GPCK 1275, Chrysosporium
queenslandicum ITCC 5270, C. indicum ITCC 5269, C. pannicola GPCK 1022, C.
tropicum GPCK 1269, Ctenomyces serratus ITCC 5267, Gymnoascus reessii ITCC
5265, Malbranchea fulva GPCK 1075, Malbranchea pulchella  ITCC 5268,
Mycrosporum gypseum GPCK 1038, M. cookei GPCK 2001, M. fulvum GPCK 2002,
Paecilomyces lilacinus GPCK 1080, Penicillium expansum GPCK 1082, Trichophyton
mentagrophites GPCK 2003 e T. terretre GPCK 2004. Em hospitais a freqliéncia
minima foi de Ctenomyces serratus ITCC 5267 enquanto que a freqliéncia maxima foi
de Arthroderma simii GPCK 1275. Em imoveis, Chrysosporium queenslandicum ITCC
5270 e C. tropicum GPCK 1269 foram os que apresentaram a freqiiéncia minima e
maxima, respectivamente. Este foi o primeiro relato para estes fungos com habilidade
queratinolitica em poeiras de hospitais e imdveis em Kanpur, india.

Singh et al. (2009) isolaram cento e nove fungos pertencentes a 10 géneros,
representando 20 espécies de fungos queratinofilicos, do solo de vasos de barro
plantados em ambientes fechados de 15 localidades de Kanpur, india, pela técnica de
isca de cabelo. Microsporum gypseum, Trichophyton vanbreuseghemii e Botryotrichum
piluliferum produziram 698,66, 512,99 e 519,99 pg/ml de proteina liquida,
respectivamente, enquanto Arthroderma cuniculi produziu o minimo, 107,99 pg/ml.
Todos os outros isolados foram ativos queratinoliticamente. Os solos de vasos de
plantas de interior podem ser um reservatorio significativo de determinados
fungos queratinofilicos nas casas porque os solos de plantas de interior tém sido
associados a casos de dermatomicose e outras doencas.

Deshmukh e Verekar (2010) estudaram cinquenta e trés amostras de solo
coletadas em varios locais nos arredores de Vedanthangal Water Bird Sanctuary e
rastreados quanto a presenca de fungos queratinofilicos, usando a técnica de isca de
cabelo para o isolamento. Vinte e oito isolados foram recuperados e identificados pelo
reconhecimento das caracteristicas macro e micromorfologicas. Sete espécies
relacionadas a cinco géneros foram registradas Auxarthron conjugatum (1,89%),
Chrysosporium fluviale (3,77%), Chrysosporium indicum (20,75%), Chrysosporium
tropicum (7,55%), Chrysosporium anamorfo de Ctenomyces serratus (5,66%),
Gymnoascus petalosporus (1,89%) e Microsporum gypseum (11,32%). O estudo mostra
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que as aves migratorias abrigam uma grande variedade de fungos queratinofilicos e
pode ser uma fonte potencial de transmissdo desses fungos a partir de um local para
outro.

Kornittowicz-Kowalska e Bohacz (2010) estudaram a sucessdo de comunidades
de diferentes bactérias e fungos, principalmente os proteoliticos e queratinoliticos,
durante a compostagem de penas de frango com casca de pinus (FB) e palha de
centeio/casca de pinus (FBS). A sucessdo foi dominada por fungos de comunidades
bacterianas. Bactérias, incluindo actinomicetos, cresceram intensamente durante as
primeiras (2-4) semanas de compostagem e incluiam principalmente populacbes
proteoliticas, raramente celuloliticas, depois, as bactérias foram gradualmente
substituidas por fungos. Fungos meso e termofilicos foram onipresentes, incluindo os
celuloliticos, que apareceram entre 0s primeiros, enquanto que cepas queratinoliticas
foram detectadas na compostagem de biomassa na 6% semana do processo. O
desenvolvimento de linhagens dentro do segundo grupo de fungos foi
significativamente mais intenso do que os de populacGes celuloliticas. A intensidade do
crescimento de comunidades particulares ecoldgicas-fisiologicas foi encontrada como
sendo dependente da composicdo quimica e relacdo C/N da biomassa e o crescimento

foi mais intenso em C/N = 25 compostos.

2.5. Producéo e otimizacao de producdo das queratinases

As queratinases tém especificidade por um grande grupo de substratos protéicos
soltveis e insoltveis. Entre os substratos protéicos sollveis, as queratinases possuem a
habilidade de hidrolisar caseina, gelatina, soroalbumina bovina e hemoglobina. Em
relacdo aos substratos protéicos insolUveis, estas enzimas hidrolisam penas, 1a, cabelo,
unha, chifre, seda, colageno, elastina, extrato corneo e azoqueratina (Bressollier et al.,
1999; Friedrich e Kern, 2003). Essas enzimas tém maior capacidade de agir em
substratos compactos, como a queratina, quando comparada com outras enzimas
proteoliticas, isso distingue as queratinases de outras proteases (Onifade et al., 1998).
As queratinases pertencem ao grupo das 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 serinas proteases extracelulares, com excecao
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das queratinases produzidas por leveduras que pertencem ao grupo das aspartato
proteases extracelulares (Negi et al., 1984; Lin et al., 1992). Na tabela 4 é mostrada a
atividade queratinolitica de alguns fungos protutores de queratinase e os substratos e

condigoes de cultivo desses micro-organimos.

Tabela 4 Condicbes de cultivo de fungos produtores de queratinase e substratos

utilizados.
Fungos Substratos e condigdes  Referéncias
de cultivo
Dermatofitos Cultivo liquido Wawrzkiewicz et al. 1991
submerso. Cabelo, de
pélos de porquinho-da-
india e de penas de
galinha.
Aspergillus fumigatus Cultivo Ipiquido Santos et al. 1996
submerso. Pena de
galinha, glicose e nitrato,
queratina azul.
Chrysosporium, Cultivo liquido Kaul e Sumbali 1997
Malbranchea, submerso. Cabelo
Scopulariopsis, Microascus,  humano e cabelo
Gliocladium humano suplementado
com glicose.
Espécies de Chrysosporium Cultivo liquido El-Naghy et al. 1998
submerso. Penas de
galinha branca, cabelo
humano e bovino, 1a de
ovelha.
Chrysosporium, Cultivo liquido Kaul e Sumbali 1999
Malbranchea, Chaetomium,  submerso. Cabelo
Sepedonium, Microascus, humano.
Scopulariopsis, Curvularia,
Fusarium, Aspergillus,
Penicillium
Acremonium, Aphanoascus,  Cultivo liquido Parihar e Kushwaha 2001
Amauroascus, submerso. Penas de
Botryotrichum, galinha.

Chrysosporium,
Ctenomyces, Gymnoascus,
Malbranchea, Microsporum,
Narashimella, Verticillium
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Fungos Substratos e condigdes  Referéncias
de cultivo

Microsporum, Trichophyton,  Cascos de equino e pele.  Apprich et al. 2006
Brevicaulis Scopulariopsis,
Alternaria, Geotrichum

Aspergillus carbonarius Cultivo submerso com Sales et al. 2007
penas de frango e sais.

Beauveria bassiana Cultivo liquido Marcondes et al. 2008
submerso com farinha de
penas de aves de

capoeira.
Aspergillus, Cladosporium, Fermentacdo em estado Eliades et al. 2010
Metharrhizium, Neurospora  solido com farelo de
e Westerdikella soja, triptona e pélo de

vaca.

As enzimas queratinoliticas sdo geralmente produzidas em fermentagdo
submersa por fungos e bactérias (Onifade et al., 1998). Essa producdo € muito
influenciada por componentes do meio, especialmente fontes de carbono e nitrogénio, e
por outros fatores como concentracdo do indculo, oxigénio dissolvido e tempo de
incubacéo, essencialmente, cada organismo tem suas condi¢des especiais de producédo
méaxima da enzima (Singh et al., 1995; Ignatova et al., 1999; Puri et al., 2002; Anbu et
al., 2007). O estudo de processos de otimizagdo através de um design fatorial e analise
das respostas sdo importantes para determinar as condi¢bes 6timas do processo de
producdo da queratinase extracelular (Anbu et al., 2007). Na tabela 5 sdo mostradas as

melhores condigdes de cultivo de alguns fungos produtores de queratinase.

Tabela 5 Melhores condicBes para a producdo de queartinase por diferentes fungos,

variaveis estudados e metodologia aplicada.

Fungos Fatores Metodologia ~ Melhores Referéncias
condigdes
Doratomyces pH, temperatura,  Design 28 °C; pH 9,5; QL, Vignardet et
microsporus concentracdo de  experimental 0,94%; pele, 4,9%; e al. 1999
queratinase, 5h. pH 9,2; QL,
substrato, tempo 0,11%; unha, 4,9% e

de incubacéo 6 h.
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Cont.
Fungos Fatores Metodologia ~ Melhores Referéncias
condigdes
Kocuriarésea  Penase Metodologia NH.CI, 0,3 g; Bernal et al.
magnésio de superficie NaCL, 0,3 g; 2006
de resposta. K2HPO,, 4,0 g;
MgS0O,4.6H,0, 0,5 g;
extrato de levedura,
0,1 g; e pena (30 g)
Scopulariopsis  pH, T,tempo de  Metodologia pH 7,5; 30 °C; 1% Anbu et al.
brevicaulis incubacéo, de superficie glicose; 2% NaNOs; 2007
glicose, NaNO3,  de resposta. 1,5% pena; 1mM
pena e CaCls,. CaCl..
Aspergillus Agitacéo, Palanejamento 120 rpm, 0,5% de Sales et al.
carbonarius substrato e fatorial penas de frango e 2008
tempo de completo 2°, sete dias de cultivo.
incubacéo.
Myrothecium Diferentes fontes  Cultivo Suplementagéo do Gioppo et al.
verrucaria deCeNepode submersoe meio com PFP e 2009
penas de aves de  em estado com bagaco de
capoeira (PFP). solido. mandioca.
Myceliophthora Composigéo do Planejamento ~ Amido, uréia, Liang et al.
thermophila meio, condicdes  fatorial. tiossulfato de sédio 2011

de cultura

e CaCl, f. Uréiae
pH significativos.

As atividades para enzimas queratinoliticas 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)

Chrysosporium keratinophilum que hidrolisava somente queratina, e ndo mostrava

relataram uma proteinase queratinolitica termofilica produzida por
nenhuma atividade para a 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 observacédo da quantidade
de enzima requerida para liberar residuos de aminoacidos, pois durante a ligacdo
covalente enzima-peptideo, ocorre liberacdo de um aminoécido ou fragmento peptidico

(Farag e Hassan, 2004).
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A atividade proteolitica da queratinase microbiana € 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 intracelular para o
meio externo (Onifade et al., 1998).

Wawrzkiewicz et al. (1991) estudaram a habilidade de 16 extratos de
dermatofitos em utilizar substratos de queratina como Unica fonte de carbono e
nitrogénio. Os substratos utilizados incluem solubilizados de queratina natural do
cabelo, de pélos de porquinho-da-india e de penas de galinha. Tem sido demonstrado
que a preparacdo de queratina de pena, constitui um modelo conveniente para uma
estimacdo preliminar da atividade de fungos queratinoliticos e pode ser uma fonte de
informacdo sobre a localizacdo da enzima. Foi observado que, das 16 amostras de
fungos, 13 sintetizaram principalmente queratinase intracelular, enquanto trés amostras
de Trichophyton verrucosum liberaram enzimas principalmente para 0 meio. A
queratina procedente do cabelo e pena foi degradada por poucas amostras dos fungos
estudados que, em condicBes experimentais, desenvolvem esporos caracteristicos. A
solucdo de queratina de pélo do porquinho-da-india foi atacada apenas por Trichophyton
mentagrophytes, T. verrucosum e Keratinomyces ajelloi, e apenas T. gallinae cresceu
em queratina natural de pena de galinha.

Santos et al. (1996) estudaram a capacidade do Aspergillus fumigatus utilizar a
queratina (pena de frango) como Unica fonte de carbono e nitrogénio. Devido a
conversdo enzimtica da queratina nativa ser facilmente utilizada em produtos de
interesse econdmico, esse fungo foi estudado quanto a capacidade de produzir e secretar
proteinases que hidrolisam a queratina. A hidrdlise da queratina-azul foi quantificada no
filtrado do meio de cultura que continha a queratina. Foi encontrada uma baixa
atividade em culturas contendo glicose e nitrato, como unica fonte de carbono e
nitrogénio, e também nas culturas contendo queratina, glicose e nitrato. A secrecdo da
queratinase em A. fumigatus foi induzida pela queratina, porém reprimida por fontes de
carbono e nitrogénio de baixo peso molecular. A quantidade de enzima queratinolitica
presente no filtrado foi dependente do pH inicial do meio de cultura. O extrato bruto
também hidrolisa a queratina e caseina in vitro. A hidroélise foi 6tima a pH 9,0 e 45 °C.

O extrato bruto foi notavelmente termoestavel. A 70 °C reteve 90% de sua atividade
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original por 1,5 h. Os resultados obtidos indicam que a atividade queratinolitica de A.
fumigatus pode ser adequada para melhoramento enzimatico das racoes a base de pena.

Kaul e Sumbali (1997) estudaram espécies de Chrysosporium, Malbranchea,
Scopulariopsis, Microascus e Gliocladium isoladas de aves de capoeira e cultivaram em
dois meios de queratina: meio basal com cabelo humano como unica fonte de carbono e
nitrogénio e meio basal com cabelo humano suplementado com glicose. Todos 0s
fungos testados poderam crescer em queratina (cabelo humano) e degrada-lo, liberando
compostos sulfidrilicos detectado como queratinase extracelular, cisteina e proteinas
totais. O meio de queratina suplementado com glicose apresentou 0 maximo de
atividade queratinolitica. A atividade queratinolitica também alterou o pH
do meio para a alcalinidade e as espécies com capacidade queratinolitica fortes tornaram
a cultura mais alcalina do que aquelas que foram menos queratinolitica.

Singh (1997) estudou a habilidade de Trichophyton simii HN 50, isolado do
Santuério de Passaros de Gana, India, em produzir queratinase extracelular. A enzima
foi produzida em meio liquido contendo sais e queratina a pH 7 e temperauta de 28 +
1°C. A secrecdo da enzima foi melhor ap6s 15 dias de incubacdo. A adicdo de
asparagina e queratina foram repressoras da enzima em compara¢do com a gelatina.
N&o foi observada relacdo entre a producdo da enzima e biomassa. Os agucares
exdgenos suprimiram a producdo de queratinase em oredem decrescente:
glicose>manose>maltose>arabinose>frutose. A enzima mostrou habilidade para
degradar os trés substratos de queratina (pele de bufalo, unha humana e pena de frango).
Pele de bufalo foi a mais degradada na auséncia de glicose enquanto penas de frango
tiveram o minimo de degradacdo em sua presenca.

El-Naghy et al. (1998) usaram a técnica de isca de cabelo para isolar
Chrysosporium georgiae a partir de penas de galinha. Vinte e oito diferentes fungos
foram isolados e avaliados quanto a capacidade de produzir enzimas queratinolitica em
meio basal contendo como fonte de queratina ou penas de galinha branca ou uma
suspensdo preparada de queratina de penas. As espécies de Chrysosporium foram
capazes de usar a queratina. Chrysosporium georgiae degradou completamente a
queratina adicionada apés 9 dias de incubagdo. A degradacdo de penas por C. georgiae
foi afetada por varios fatores culturais. A maior atividade queratinolitica ocorreu apos
trés semanas de incubacdo em pH 6 e 8 a 30 °C. Chrysosporium georgiae foi capaz de
degradar penas de galinha branca, enquanto que o cabelo humano e bovino, 18 de ovelha
ndo foram degradados e ndo apoiaram o crescimento do fungo. A adicdo de 1% de
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glicose para 0 meio contendo queratina melhorou o crescimento do fungo e aumentou a
producdo da enzima. A suplementacdo do meio de sal e queratina com minerais como o
NH.Cl e MgSO, aumentou ligeiramente o crescimento micelial, mas diminuiu a
producdo de queratinase extracelular. Enzimas queratinoliticas ndo foram muito
produzidas na auséncia de queratina, indicando sua natureza induzivel. Anélise de
queratinases endocelular no homogeneizado de micélio indicou maior atividade de
queratinase intracelular, em comparagdo com a enzima extracelular em filtrados de
cultura. Chrysosporium georgiae foi superior para producdo de queratinase entre as
espécies de Chrysosporium testadas na presenca ou auséncia de glicose.

Letourneau et al. (1998) estudaram a producdo de alta atividade queratinolitica
por um novo isolado de Streotomyces sp. S.Ki.q, isolado de pena naturalmente
degradada, quando cultivado em meio de pena como Unica fonte alimento. A
degradacdo méaxima da queratina obtida do fluido sobrenadante de uma cultura desse
organismo foi observado a 70 °C e pH 10. A atividade queratinolitica foi parcialmente
inibida por EDTA ou PMSF, sugerindo que a atividade queratinolitica total foi
suportada por proteases diferentes. A comparacdo entre atividades proteoliticas
derivados desse novo isolado S.Kj.g; e proteases comerciais indicou que S.Kj.o, pode
ser um instrumento biotecnolégico para a valorizacdo de residuos contendo queratina,
ou no processo de depilacdo na indudstria do couro.

Kaul e Sumbali (1999) estudaram 14 espécies de fungos queratinofilicos
pertencentes a dez géneros (Chrysosporium, Malbranchea, Chaetomium, Sepedonium,
Microascus, Scopulariopsis, Curvularia, Fusarium, Aspergillus e Penicillium), isoladas
de aproximadamente cem aves domésticas. Os fungos isolados das penas foram
comparados quanto a atividade queratindsica ap0s o crescimento em dois meios de
cultura diferentes: (1) solugdo mineral contendo queratina natural (cabelo humano)
como unica fonte de carbono e nitrogénio; (2) meio suplementado com a menor
quantidade de carbono facilmente assimilavel junto com queratina natural. Em todos os
testes observou-se o crescimento dos fungos no substrato de queratina, degradando e
liberando ligages sulfidrilas, contendo compostos detectados como cisteina, proteinas
totais e queratinase extracelular. A liberagdo méxima de enzima por esses fungos
ocorreu no caldo suplementado com glicose e vitaminas, indicando uma correlagédo
entre biomassa micelial e producédo de queratinases proteoliticas.

Friedrich et al. (1999) estudaram aproximadamente 300 fungos que foram
caracterizados quanto a sintese de queratinase extracelular. Mais ou menos 54% dos
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fungos cresceram em placas com Agar e queratina soltvel e liberou a enzima. Apenas
representantes de Fusarium, Acremonium e Geotrichum foram o0s mais ativos.
Entretanto, quando cultivadas as colonias promissoras em condigdes submersas,
contendo no meio de cultura solubilizado de unha como unica fonte de carbono e
nitrogénio, outros fungos mostraram sua atividade. Aspergillus flavus foi o maior
produtor da queratinase extracelular, seguido por Alternaria radicina, Trichurus spiralis
e Stachybotrys atra.

Singh (1999) estudou a habilidade de Malbranchea gypsea IMI 338168, isolado
do solo do Parque Nacional Keoladeo, india, de produzir proteases extracelulares no
meio de glicose-gelatina pH 7, 28 °C. A producédo de proteases foi 6tima apds 15 dias
de incubagéo. A asparagina foi a protease de maior expressdo, ndo existiu relagdo entre
e a quantidade de producdo da enzima e 0 aumento da biomassa. Ac¢ucares exdgenos
suprimiram a producéo da enzima em ordem decrescente:
glicose>manose>maltose>arabinose>frutose. As enzimas mostraram habilidade para
degradar os substratos queratinosos testados. Pele de bufalo foi o substrato mais
ativamente degradado na presenca de glicose exdgena, e foi também a mais resistente a
degradacdo na auséncia de glicose. A taxa de degradacdo da queratina foi independente
da atividade da enzima. A partir desses resultados, concluiu-se que a producao de
proteases especialmente as queratinases sdo importantes em locais como o Parque
Nacional porque cada enzima degrada detritos queratinosos derivados de mamiferos e
aves. O acimulo desses residuos pode ser uma causa de poluicdo e pode promover uma
reproducao local de varios tipos de patgenos.

Vignardet et al. (1999) estudaram a influéncia do pH, temperatura, concentragdo
de queratinase, concentracdo de substrato e tempo de incubacdo para a liberagcdo de
proteinas sollveis pela queratinase produzida por Doratomyces microsporus em um
“design” experimental. Apenas 16 analises espectrofotométricas foram requeridas. Esse
estudo foi realizado para medir, de acordo com o método de Smith’s, a concentragdo de
proteinas liberadas pela enzima a partir de dois substratos humanos: extrato corneo e
unha. Os resultados das condi¢Bes Otimas da queratinase para liberar as proteinas
soluveis foram: 28 °C; pH 9,5; concentracdo de queratinase, 0,94% (peso da queratinase
liofilizado/volume final); concentracdo do substrato, 4,9% (peso da pele pd/volume
final); e 5 h e 50 min. de incubacgéo para extrato cérneo e 37 °C; pH 9,2; concentragédo

de queratinase, 0,11% (peso da queratinase liofilizado/volume final); concentragcéo do
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substrato, 4,9% (peso da unha po/volume final); e 6 h e 10 min. de incubacdo para
unhas.

Muhsin e Salih (2000) isolaram 16 espécies de fungos de 182 espécimes
coletados de quatro ruminantes (bufalo, camelo, gado e ovelha), no sul do Iraque.
Representantes de cinco espécies de dermatofitos e 11 espécies de outros fungos foram
caracterizados quanto a atividade de quatro enzimas: queratinase, protease, lipase e
amilase. As queratinases foram produzidas por todos os dermatéfitos e ndo
dermatofitos, exceto por Paecillomyces variotii e Scytalidium lignicola. Foram
observadas altas atividades de queratinase entre os dermatofitos, particularmente
Trichophyton mentagrophytes var. erinacei e Microrporum gypseum. Trés dermatofitos,
Microsporum gypseum, Trichophyton verrucosum e T. mentagrophytes var. nodulare,
foram capazes de produzir proteases, lipases e amilases. Entretanto, Trichophyton
mentagrophytes var. erinacei apresentou alta atividade proteasica, e ndo produziu lipase
e amilase. Ao contrario, muitas espécies de ndo dermatofitos revelaram altas atividades
de protease e lipase. Curvularia sp. apresentou altas atividades de lipases e proteases,
enquanto Aspergillus parasiticus apresentou alta atividade de lipases e amilases.
Nenhuma correlacdo foi observada entre atividade enzimaética e a taxa de crescimento
dos fungos examinados.

Parihar e Kushwaha (2001) estudaram cem fungos queratinofilicos pertencentes
a Acremonium, Aphanoascus, Amauroascus, Botryotrichum, Chrysosporium,
Ctenomyces, Gymnoascus, Malbranchea, Microsporum, Narashimella e Verticillium
quanto ao potencial de utilizar a penas de galinha como residuos queratinosos.
Acremonium sp. 2 e Chrysosporium europae liberaram 494,33 e 457,33 pg/ml de
queratinase a partir das penas, respectivamente. Microsporum gypseum liberou 698,66
pug/ml de queratinase a partir das penas. Algumas dessas cepas queratinofilicas e outros
Microsporum podem ser utilizados para degradacéo rapida ndo apenas das penas, mas
outros substratos rigidos de queratina, e seus produtos finais podem ser de importancia
industrial.

Al-Sane et al. (2002) estudaram a ocorréncia de fungos e actinomycetes
degradadores da queratina no solo do Kuwaiti. A avaliacdo e melhoramento para sua
atividade queratiolitica e a caracterizacdo da queratinase forma investigadas. As
amostras de solo foram coletadas de diferentes partes do Kuwaiti usando como isca la
animal em placas de Petri, incubadas a 25 °C por 8 semanas, constantemente

umedecidas com agua contendo cloranfenicol para evitar o0 excessivo crescimento
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bacterial. As espécies mais freqlientes pertenceram a Chrysosporium, contudo, espécies
de Fusarium, Aspergillus e Acremonium e trés actinomycetes foram também isolados. A
inducdo da producdo da queratinase por Chrysosporium zonatum, C. pannicola e
Streptomyces sp. foi seletivamente investigada in vitro usando um meio impregnado de
queratina. Um melhoramento consideravel na producdo da queratinase foi obtido por
cultivo direto do microrganismo em meio de sais com queratina. Aumento do indculo,
tamanho do substrato e agitacdo mecénica por 200 rpm, foram mais importantes para
aumentar a degradacdo do substrato e encurtar o tempo de fermentacdo. A protease
extracelular dos organismos queratinoliticos foi concentrada no meio de cultura por
fracOes de sulfato de amdnia ate 80% para a caracterizagdo fisico-quimica. Os autores
concluiram que o solo do Kuwaiti é rico em microrganismos produtores de queratinases.
E que sdo justificados mais estudos para aplicacGes biotecnoldgicas, ambientais e
industriais das queratinases.

Singh (2002) estudou a capacidade de Chrysosporium keratinophilum (1Ml
338142), isolado de &guas contaminadas com organo-poluentes, para produzir proteases
extracelulares em meio de gelatina-glicose. A secrecao da enzima foi melhor no décimo
quinto dia de incubacdo, pH 8,0 e temperatura de 40 °C. Asparagina reprimiu a
expressdo da protease. Ndo foi observado uma relagdo entre producdo da enzima e
aumento em biomassa. AcUcares exdgenos reprimiram a producdo da enzima na
seguinte ordem decrescente: glicose>arabinose>maltose>manose>frutose. A enzima
liberada possui a habilidade de decompor dois substratos de queratina testados (pele de
bafalo e pélo da cauda de bufalo). A presenca de glicose reprimiu a producdo da enzima
e degradacdo da queratina. Entretanto, a taxa de degradagdo da queratina foi
independente da producéo da enzima.

Ghahfarokhi et al. (2003) estudaram o efeito de extratos de cebola e alho no
crescimento fangico e atividade queratinolitica de Trichophyton mentagrophytes, um
dos maiores agentes etiologicos de dermatofitoses em humanos e animais no Ira e outras
partes do mundo. Para selecionar a melhor producdo da queratinase, condi¢des de
cultivo de 30 isolados de T. mentagrophytes procedentes de dermatofitoses humanas,
foram otimizados em meios especificos, sélidos e liquidos. Todos os isolados
produziram a enzima em ambos os meios de cultura. A atividade queratinolitica maxima
para culturas submersas foi mostrado para o isolado numero 1, num periodo de
crescimento de 12 dias a 32 °C. A atividade da queratinase extracelular foi entre 0,28 e
2,18 U/mg de proteina nos diferentes isolados em condic¢Ges 6timas pré-determinadas. O
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crescimento de T. mentagrophytes N° 1 foi inibido na presenca de varias concentragdes
de extratos de cebola e alho. Essa inibigdo alcangou seu méximo de 100% para ambos
0s extratos em concentracfes de 10% v/v. A sintese da queratinase extracelular foi
também inibida pelos dois extratos com maximos entre 58,54 e 71,36% e concentragdes
de 5%. Em contraste com o crescimento fungico, a atividade queratinolitica foi inibida
mais por extratos de alho quando comparada com extrato de cebola. Esse é o primeiro
relato sobre inibicdo da queratinase por esses dois compostos naturais. Sendo o
crescimento fungico e atividade queratinolitica fatores importantes na patogenicidade
desses dermatofitos. Essa inibicdo indica que extratos de cebola e alho podem ter valor
potencial no tratamento dos dermatofitoses em humanos e animais.

Khanam et al. (2004) estudaram quarenta e sete fungos isolados do solo
utilizando a técnica de isca de cabelo quanto a degradacdo da queratina e producéo de
lipase e gelatinase. A maioria dos fungos degradou uma maior quantidade de penas de
galinha que cabelos humanos. Todos os fungos produziram lipase, enquanto que apenas
42 fungos produziram protease extracelular (gelatinase). Scytalidium album MA3
causou um maximo de 57,5 £ 0,04 % de degradacdo de penas de galinha em 20 dias a
28 + 2 °C, enquanto CH1 e CH3 isolados de Chrysosporium, F7 e F8 de Fusarium e Ml
3 de Microsporum degradaram entre 40-50 % das penas no mesmo periodo. Esse fungos
possuem uma grade importancia na bioconversdo de residuos de queratina em produtos
de valor acrescentado.

Scott e Untereiner (2004) determinaram a degradacdo da queratina azure por
fungos. A queratina azure foi adicionada sobreposta ao meio basal de alto pH. O
lancamento e a difusdo do corante azure na camada indicaram producdo de queratinase.
Cinquenta e oito amostras de fungos, incluindo 49 membros de Arthrodermataceae,
Gymnoascaceae e Onygenaceae (Ordem Onygenales), foram avaliados quanto a
degradacdo da queratinase usando este metodo. Muitas das cepas testadas mostraram
rapida resposta com difuséo até 7 dias, entretanto uns poucos isolados conhecidas como
espécies queratinoliticas mostraram degradagdo negativa da queratina apds 4 semanas
de incubag&o e apenas produziram fraca difusdo do corante apds 6 semanas. Entre os 20
membros de Artrodermataceae 5 difundiram o corante com ste dias de incubacdo e seis
apenas com 28 dias e 9 ndo produziram queratinase. Dos 24 membros de Onygenaceae
trés demonstraram claramente a difus@o do corante até 7 dias, essa propor¢do aumentou
para 10 depois de 28 dias de incubagdo. As 5 espécies de Gymnoascaceae e seis de
Trichocomaceae testadas nenhuma apresentou producao de queratinase ate 28 dias de
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incubacdo. Os resultados deste estudo demonstram que a degradacao da queratina azure
por fungos pode ajudar na identificacdo dos caracteres espécies-especificos de membros
de Onygenaceae.

Gradisar et al. (2005) baseados em prévias caracterizacGes para fungos
queratinoliticos ndo-patogénicos, selecionaram as espécies Paecillomyces marquandii e
Doratomyces microsporus, para avaliar a producdo de queratinases potentes. As
enzimas foram purificadas e as principais caracteristicas bioquimicas determinadas
(massa molecular, temperatura 6tima e pH para atividade queratinolitica e sequéncia dos
aminoacidos N-terminal). Estudos de substratos especificos revelaram que constituintes
da pele, tais como a camada coOrnea, e anexos como unhas, penas e 13, foram
eficientemente hidrolisados pela queratinase de Paecillomyces marquandii e
aproximadamente, menos de 40% pela queratinase de Doratomyces microsporus. A
hidrolise da queratina pode ser aumentada pela presenca de agentes redutores. As
propriedades cataliticas das queratinases foram estudadas e comparadas com algumas
conhecidas queratinases comerciais. A queratinase de Paecillomyces marquandii exibiu
uma baixa atividade em compara¢do com as queratinases microbiologicas apresentadas
na literatura, e sua eficiéncia catalitica foi alta em comparacdo a queratinase e proteina
K de Doratomyces microsporus.

Saxena et al. (2005) estudaram a degradacdo microbiana de cinco fungos
queratinofilicos, Chrysosporium anamorfo de Rollandina vriesii, Geomyces pannorum,
Microsporum fulvum, Trichophyton mentagrophytes e T. terrestre em condicdes de
agitacdo. A degradacdo microbiana foi estimada em termos de porcentagem de perda de
peso e lancamento de proteina, queratinase, cisteina, cistina, metionina e mudanca no
pH do filtrado da cultura. Geomyces pannorum mostrou liberagdo de proteina,
queratinase, cistina e metionina méxima com uma consideravel mudanca no pH para a
alcalinidade.

Apprich et al. (2006) estudaram as propriedades queratinoliticas de dois
dermatofitos (Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes) e trés ndo
dermatofitos (Brevicaulis Scopulariopsis, Alternaria alternata, Geotrichum candidum)
isolados de cascos de eqlinos doentes, para melhor compreender 0s mecanismos
patogénicos que levando os equinos a desenvolveram a onicomicose. Cascos de equino
e pele, bem como casco de queratina e tecido cutaneo de queratina extraido dos tecidos
correspondentes, foram utilizados como Unica de carbono e nitrogénio em cinco tubos

de ensaio para cada fungo. Dentro de 18 dias, sobrenadantes de todos os tubos foram
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repetidamente analisados quanto a atividade queratinolitica por SDS-PAGE e anélise
Western blot. Além disso, as taxas de crescimento fangico foram determinadas para
identificar o tecido preferencial dos fungos individualmente. Dentre os fungos
analisados, M. gypseum foi a espécie mais queratinolitica, seguido por T.
mentagrophytes e S. brevicaulis. Na concentracdo aplicada, 0os ndo dermatdfitos A.
alternata e G. candidum mostraram atividade queratinolitica minima. Com respeito as
taxas de crescimento, M. gypseum foi favorecido com cascos, S. brevicaulis e G.
candidum preferiram a pele como fonte de queratina, ao passo que para os outros dois
fungos ndo foi detectada clara preferéncia.

Bernal et al. (2006) estudaram o aumento da producdo da queratinase por
Kocuria rosea obtido em lotes de fermentacdo utilizando a metodologia superficie de
resposta. “Designs” fatoriais foram utilizados para selecionar os componentes do meio
de cultura que mostrou um significante efeito na producdo da queratinase. Um ponto
central-ortogonal compds o “design” experimental realizado, com apenas dois (penas e
magnésio) dos nove compostos iniciais, sendo analisado pela metodologia de superficie
de resposta. Uma 6tima producdo de queratinase foi obtida com a seguinte composi¢édo
do meio (por litro): NH,CI, 0,3 g; NaCL, 0,3 g; KoHPOy, 4,0 g; MgS0,4.6H,0, 0,5 g;
extrato de levedura, 0,1 g; e pena moida (30 g). O meio foi agitado a 400 rpm com um
periodo de incubacdo de 14 h e 40 °C.

Anbu et al. (2007) estudaram os fatores que influenciam a producdo da
queratinase por Scopulariopsis brevicaulis, isolado de fazenda de aves domésticas. Os
parametros foram otimizados por “design” fatorial. O maximo de producdo da enzima
foi obtido a pH 7,5, temperatura de 30 °C e crescimento em um periodo de 5 semanas.
A producdo da enzima foi melhorada quando o meio de cultura foi suplementado com
glicose (1%), nitrato de sddio (2%), pena (1,5%) e Cl,Ca (1ImM).

Moreira et al. (2007) descreveram a capacidade de Myrothecium verrucaria
crescer em culturas submersa e solida usando penas de aves domésticas como Unico
substrato. Este fungo produziu uma protease com uma incomum atividade
queratinolitica entre os fungos patogénicos de plantas. A protease hidrolisou substratos
queratinosos em pH 9,0 e 40 °C na seguinte ordem: queratina de penas de aves
domeésticas > queratina de 1a de ovelha > queratina de unha humana > queratina de
cabelo humano. A atividade da protease foi altamente sensivel para fenilmetil sulfonil

fluoride (PMSF) indicando que esta enzima pertence a familia das serina- proteases.

64



Sousa, M.A. Otimizacdo da producao, caracterizagdo enzimatica e purificacéo...

Sales et al. (2007) selecionaram espécies de Aspergillus capazes de produzir
enzimas queratinoliticas em meio contendo pena. Nove amostras deste microrganismo
foram crescidas em cultura liquida submersa de penas e sais, apds centrifugacdo o
sobrenadante foi usado para verificar a atividade enzimatica. A atividade proteésica,
queratinolitica e o pH do meio foram analisados. O melhor produtor da queratinase foi
Aspergillus carbonarius que apresentou uma atividade queratinolitica de 21,28 U/mL
em pH 7,4 com atividade proteolitica de 0,64 U/mL. Esses resultados mostram que
Aspergillus carbonarius pode ser usado pela indastria biotecnoldgica para a
bioconversdo de penas para racao rica em proteinas.

Marcondes et al. (2008) isolaram 106 fungos filamentosos de residuos de
exploracdo de aves de capoeira, 13 espécies pertencentes a sete géneros (Aspergillus,
Acremonium, Alternaria, Beauvaria, Curvularia, Paecilomyces e Penicillium) foram
capazes de crescer e produzir queratinase em cultura estacionaria com farinha de penas
de aves de capoeira apenas como substrato. Os quatro produtores mais eficientes de
queratinase foram selecionados para um estudo comparativo, estudo da produgédo de
queratinase em condices submersas e estaciondrias. As maiores atividades
queratinolitica foram produzidas apés 4-6 dias de cultivo em fermentacdo submersa
com as seguintes atividades: 53,8 £ 6,1 U/mL (Alternaria tenuissima), 51,2 £ 5,4 U/mL
(Acremonium hyalinulum), 55,4 £ 5,2 U/mL (Curvularia brachyspora) e 62,8 + 4,8
U/mL (Beauveria bassiana). Estes novos fungos queratinoliticos ndo dermatofitos tém
potencial de utilizacdo em processos biotecnoldgicos envolvendo hidrdlise de queratina.

Sabino et al. (2008) testaram sessenta diferentes espécies de fungos, isolados de
amostras clinicas, para a perfuracdo do cabelo em testes in vitro, observando a erosao
superficial, onde os fungos destroem gradualmente os cabelos de fora (da cuticula) para
dentro (da medula). Neste tipo de erosdo, dois tipos diferentes de erosdo superficial
podem ocorrer: a erosdo superficial uniforme e erosdo superficial localizada. Na
penetracdo radial, espécies de fungos produzem hifas especializadas que penetram em
angulos retos na superficie do cabelo. Estas hifas atravessam todos os componentes de
cabelo, da cuticula a medula. O tipo mais especializado de producdo de hifas é o 6rgéo
de perfuracdo. De acordo com as observagdes feitas, o indice de intensidade da
atividade queratinolitica (IKA) foi calculado para todos os especimes. Com base neste
indice IKA que determinou que 35% dos fungos estudados mostram uma forte atividade
queratinofilica (Incluindo os fungos ambientais Chrysosporium keratinophilum,
Scedosporium apiospermum, Scytalidium dimidiatum, Scopulariopsis brevicaulis), 40%
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apresentaram uma média atividade queratinofilica (incluindo os fungos ambientais
Fusarium moniliforme, Fusarium solani, Fusarium chlamydosporum, Penicillium
citrinum, Acremonium strictum), 20% apresentaram apds semanas atividade
queratinofilica e os restantes 5% ndo apresentam qualquer atividade queratinofilica.
Observou-se uma elevada proporcdo de espécies que tinham média ou forte atividade
queratinofilica. Os autores observaram que todos os fungos queratinofilicos tém
capacidade de invadir o cabelo in vitro, apesar das diferencas em como elas conseguem,
e também observaram as diferentes estruturas desenvolvidas pelos fungos néo
dermatofitos a fim de metabolizar a queratina. Os autores concluiram que alguns fungos
do ambiente possuem atividade queratinofilica surpreendentemente elevada.

Sales et al. (2008) estudaram a producdo de queratinase por Aspergillus
carbonarius URM1546, tendo-se como substrato penas de frango, por meio de
planejamento fatorial completo 2°. Todos os parametros estudados (agitacdo,
concentracdo do substrato e tempo de cultivo) e as interacdes de segunda ordem foram
estatisticamente significativos. O méximo de atividade queratinolitica (48,9 U/mL) foi
obtida com 120 rpm, 0,5% (p/v) de penas de frango e sete dias de cultivo. Desta forma,
Aspergillus carbonarius URM1546 mostrou-se eficiente na utilizacdo de penas de
frango como substrato para producédo de queratinase.

Gioppo et al. (2009) estudaram Myrothecium verrucaria um fungo filamentoso
ndo dermatofito capaz de crescer e produzir queratinase em meio cultura submersa (93,0
+ 19 U/ ml) e 0 em estado solido (98,8 £ 7,9 U / ml), utilizando p6 de penas de aves de
capoeira (PFP) como unico substrato. Os autores verificaram como diferentes fontes de
nitrogénio e carbono podem influenciar a producdo de queratinase pelo fungo. A adi¢do
de carboidratos, como glicose e sacarose, provocou apenas uma leve melhora na
producdo de queratinase, mas a adicdo de amido causou uma melhoria significante
(135,0 £ 25 U / ml). Os mais altos niveis de atividade de queratinase, no entanto, foi
obtido pela suplementacdo das culturas com niveis PFP e com bagaco de mandioca,
168,0 £ 28 U / ml e 189,0 = 26 U / ml em culturas submersas e em estado semi-solido,
respectivamente. Ao contrario, a suplementacdo do meio PFP com fontes de nitrogénio
organico ou inorganico, como caseina, proteina de soja, gelatina, nitrato de amonio e
alanina, diminuiu a producdo de queratinase em ambos 0s tipos de culturas (cerca de 20
U / ml), mostrando que a producdo de queratinase por M. verrucaria € reprimida pelas
fontes de nitrogénio. Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a associagéo dos
dois residuos PFP mais bagago de mandioca pode ser uma excelente op¢do como um
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meio de cultura barato para a producéo de queratinase em culturas no estado submerso e
semi-solido.

Eliades et al. (2010) estudaram 69 cepas fungicas isoladas de calcérios-alcalino,
solos neutro e sodico-alcalino bem como o0s materiais vegetais associados, para
determinar a sua capacidade de crescer em pH alcalino. Um total de 32 fungos foram
selecionados por sua capacidade de produzir queratinase alcalina em culturas submersas
suplementado com farelo de soja (FS), triptona e pélo de vaca (PV), sob condicdes de
fermentacdo em estado sOlido. Embora varias cepas fungicas produzam atividade
queratinolitica em ambos os FS e PV, eles diferiram nos niveis detectados. Aspergillus
niger, Cladosporium cladosporioides, Metarrhizium anisopliae, Neurospora
tetrasperma e Westerdikella dispersa foram os melhores produtores, com niveis
superiores a 1.2 U/mL. Diferentes espécies de fungos foram relatadas pela primeira vez
guanto a sua capacidade de produzir atividade queratinolitica em pH alcalino. Com isto,
os autores concluiram que os fungos isolados da Reserva “Parque Costero Del Sur”
(Buenos Aires, Argentina), possuem capacidade de produzir atividade queratinolitica a
pH 9.0. Neste sentido, esses isolados cerscidos em meios ricos em substratos protéicos,
como farinha de soja e pélo de vaca, diferiram em seus niveis de producdo da enzima
bem como a sua contribuigéo para a perda de massa da farinha de soja.

Saber et al. (2010) estudaram a capacidade de 82 fungos biodegradarem residuos
queratinosos, destes 27 isolados apresentaram atividade queratinolitica. Os que
apresentaram as melhores atividades foram as culturas de Alternaria tenuissima K2 e
Aspergillus nidulans K7 com 53,4 com 6 dias de incubagéo e 55,8 U/ml com 5 dias de
incubagdo, respectivamente, usando p6 de penas de aves como Unica fonte de carbono e
nitrogénio. Usando fontes de carbono e nitrogénio adicionais ndo foi observado uma
maior producgéo de queratinase, exceto quando se usou amido e maltose. pH 7,5, 35 °C e
7,5% de inoculo foram as melhores condi¢bes de producdo e solubilizacdo das penas
encontradas para ambos os fungos. Entre os diferentes residuos de queratina penas de
frango, pato e ganso foram os residuos de queratina mais degradados por Alternaria
tenuissima K2 e Aspergillus nidulans K7.

Liang et al. (2011) investigaram o efeito da composi¢des de meio e condigdes de
cultura sobre a producdo de queratinase pelo fungo termifilico Myceliophthora
thermophila (Apinis) Oorschot GZUIFR-H49-1. Entre as composic¢des de meio testadas,
o soltvel amido (AS), uréia, tiossulfato de sédio e CaCl, foram as mais eficientes fontes

de carbono, nitrogenio, enxofre e ion mineral, respectivamente. A uréia e o valor de pH
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foram os fatores significativos (P <0,05) para a producdo queratinase nas condicdes
experimentais usando planejamneto fatorial Plackett-Burman. As condigGes de
producdo de queratinase foram otimizadas pelo design Box-Behnken. Ocorreu um
aumento da atividade da queratinase de 6,4 vezes (5100 U/1) do valor inicial
(800 U/1). Este estudo indicou que o projeto de otimizagdo provou ser uma ferrramenta
util e poderosa para o desenvolvimento de composi¢des de meios e condicGes de cultura
6timos para a producdo da queratinase. Myceliophthora thermophila GZUIFR-H49-1 é
um fungo promissor para a producdo queratinase e para aplicacdes biotecnoldgicas.
Singh (2011) avaliou a producéo de queratinase por duas cepas de Microsporum
gypseum. Os dois isolados do solo secretram proteases no meio de glicose-gelatina. A
atividade enzimética atingiu o pico no 15 dia a 28 °C. Asparagina reprimiu o
rendimento da protease e aglcares causaram repressao na formacdo da protease. Além
disso as atividades de ambos os isolados foram significativamente afetados pelo periodo
de incubagéo da cultura e fontes de carbono utilizadas. Ambas as cepas cresceram na
isca de pele e causaram grande dimunuicdo da quantidade de substrato. A producdo da
queratinase, bem como perda de massa foi melhor na auséncia de glicose do que nos

frascos contendo o acgucar.

2.6. Purificagdo das queratinases

As queratinases purificadas até hoje sdo principalmente proteina serina alcalina
com alto nivel de atividade em substratos de proteinas insollveis. Os estudos de
caracterizacdo e purificacdo das queratinases tém caminhado na direcdo do
entendimento dos mecanismos de degradacgéo da queratina, identificacdo molecular dos
genes envolvidos e otimizagdo da producdo e uso dessas enzimas (Bernal et al., 2006).
Na tabela 6 s@o mostrados os principais métodos de purificacdo e caracteristicas
bioquimicas observadas apds a purificacdo da queartinase produzida por diferentes

fungos.
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Tabela 6 Métodos de purificacdo, caracteristicas bioquimicas e substratos degradados

pela queratinase purificada por diferentes fungos.

Fungos Métodos de Substratos Caracteristicas Referéncias
purificacéo bioquimicas
Candida Ultrafiltracdo Albumina, 41,500 Da; pl 4,5. Ray e Payne
albicans Cromatografia caseina, 1990
colageno,
hemoglobina,
queratina
Aspergillus ColunaCM e 40 kDa; pl 5,5. Monod et
fumigatus Sephadex Gel de al. 1993
eletrofoese
Doratomyces Cromatografia ~  -------- 33 kDa; pl 9,0. Gradisar et
microsporus SDS-PAGE al. 2000
Microsporum Cromatografia Queratina 43,5 kDa; pl 7,7. Brouta et al.
canis Dialise azure; 2001
SDS-PAGE vermelho
congo elastina;
azocoll
Aspergillus Cromatografia ~  -------- 31 KDa. Noronha et
fumigatus SDS-PAGE al. 2002
Aspergillus Precipitacéo Albumina, 60 KDa. Farag e
oryzae Cromatogtrafia caseina, penas Hassan
SDS-PAGE de frango, 2004
colageno,
penas de pato e
Ia de ovelha
Scopulariopsis Precipitaggo ~  ----—---- 39 e 36 KDa Anbu et al.
brevicaulis Cromatografia 2005
SDS-PAGE
Filtracdo em Gel
Trichophyton Precipitacédo Queratina 37 kDa. Moallaei et
vanbreuseghemii  Cromatografia azure; al. 2006
SDS-PAGE substratos
sintéticos
Trichoderma Precipitacédo Penas; caseina; 21 kDa, pl 6,8. Cao et al.
atroviride Cromatografia gelatina; SAB; 2008
SDS-PAGE substratos

sintéticos
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Cont.

Fungos Meéetodos de Substratos Caracteristicas Referéncias
purificacédo bioguimicas

Myrothecium Cromatografia Penas de aves 22+1,5 kDa Moreira-

verrucaria Gasparin et

al. 2009

Bacillus sp SDFA (PEG, = -—-—--- 5% de PEG 1.500, Sala et al.
Fosfato de 23% de fosfato de 2011
potassio e NaCl) potassio e 4% de NaCl.

RQ 114% e FP 3,2
Scopulariopsis Cromatografia Penas de 28,5 KDa Sharaf e
brevicaulis SDS-PAGE galinha, unhas Khalil 2011
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cabelo humano

Ray e Payne (1990) compararam a producdo e purificaram a proteinase acida de
espécies de Candida e ap6s um estudo anterior de patogenicidade cutanea avaliaram a
producdo de proteinase acida em meio suplementado com albumina, restrito de
nitrogénio. A proteinase &cida de C. albicans foi comparada em meios suplementados
com albumina, caseina, colageno, hemoglobina ou queratina e em meio TC 199. C.
albicans, C. stellatoidea e C. tropicalis, que sdo patdgenos cutaneos em infeccdes
mucosas, produzem 3.3 a 4.7 vezes mais proteinase acida que as ndo patogénicas C.
parapsiliosis e C. guilliermondii. C. krusei, espécie ndo poatdgena, produz uma
quantidade insignificante de enzima. A producéo da proteinase acida por C. albicans foi
similar nos meios suplementados com proteinas, e apenas uma Unica proteinase acida
foi recuperada em cada um dos meios. A répida purificacdo dos sobrenadantes das
culturas foi obtida por uma fina cavidade e ultrafiltracdo células misturadas seguido por
Gel-Affi azul e cormatografia de coluna Sephacryl. A alta producdo, pureza e atividade
especifica de proteinase é&cida foram obtidos dos sobrenadantes dos meios
suplementados com queratina, com producéo de 2.86 mg de proteinase acida purificada
de 7 litros de cultura. A enzima foi caracterizada com 41,500 Da de glicoproteina, ponto
isoelétrico de 4.5, pH de 2.5 para 5.5 e varios substratos especificos, incluindo para
queratina, colageno desnaturado, hemoglobina, caseina e albumina. Com isso 0s autores
concluiram que a producéo dessas proteases por Candida spp € um potencial fator de
viruléncia que pode facilitar a colonizacédo e invasao da pele por Candida. A producéo

dessas proteases em meios suplementados com queratina foi superior que 0s outros



Sousa, M.A. Otimizacdo da producao, caracterizagdo enzimatica e purificacéo...

meios que foram testados e produziram suficiente e adequada enzima para uso em testes
imunolégicos de antigenos e anticorpos de proteases acidas.

Rojanavanichi et al. (1990) purificaram e caracterizaram uma protease
extracelular de um estirpe de crescimento rapido Hendersonula toruloidea quando foi
cultivado em meio liquido contendo albumina de soro bovino como Unica fonte de
nitrogénio. A purificagdo homogénea da proteinase foi realizada por
carboximetilcelulose, CM Sephadex G-50 e cromatografias de coluna Sephacryl S-200.
A enzima purificada foi uma serina proteinase chymotrypsinlike, como indicado pela
forte inibicdo da atividade por fluorofosfatado diisopropilo, Fenilmetilsulfonil fltor, L-
1-cetona tosylamido phenylethylchloromethyl-2, e quimostatina e a boa cinética
constante de um substrato sintético, Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-MCA. A enzima apresentou
um ponto isoelétrico de 8,4 e massa molecular de 34.000. Constituintes da pele, como
estrato corneo e unha, mas ndo cabelo, eram facilmente digeridos pela presente enzima.
Assim, esta proteinase extracelular pode desempenhar um papel na invasdo da pele
grossamente queratinizada e unhas por este organismo.

Monod et al. (1993) purificaram e caracterizaram a metaloprotease de
Aspergillus fumigatus cultivado na presenca de colageno como Unica fonte de carbono e
nitrogénio. A enzima presente na cultura sobrenadante teve um fator de purificagéo de
50 vezes em coluna CM-Sephadex e depois em gel de eletrofoese. A massa molecular
foi determinada para 40 kDa em SDS-PAGE e o ponto isoelétrico foi determinado a pH
5.5. Amostras de pacientes que sofrem de aspergiloma reagiram com a metaloprotease
em analises Western blotting (imunoblotting), sugerindo que esta metaloprotease
promove uma reposta antigénica nesses pacientes.

Mignon et al. (1998) isolaram e purificaram a queratinase do dermatofito
Microsporum canis de gatos infectados, especialmente os infectados assintomaticos,
que s@o os principais responsaveis pela doenca zoonoética. A importante variabilidade
dos sinais clinicos em gatos € pouco conhecida. Recentemente, uma protease subtilase
queratinolitica de 31,5 kDa foi encontrada como sendo um fator de viruléncia. Os
autores tiveram por objetivo investigar a possivel relagdo entre o quadro clinico
dermatofitico de gatos e a producdo da queratinase. Sete cepas de M. canis isoladas de
gatos clinicamente afetados, infectados assintomaticos ou mecanico transportadores
foram testados in vitro para a producdo da enzima. A deteccdo imuno-histoquimica da
enzima também foi avaliada em bidpsias de pele de 4 sintomaéticos e 7 gatos infectados

assintomaticos. Todas as amostras produzidam “in vitro” uma protease subtilase
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queratinolitica de 31,5 kDa. Com os resultados os autores concluiram que a producéo da
queratinase ndo € um fator diretamente responsavel pelo quadro clinico observado em
gatos infectados com M. canis.

Gradisar et al. (2000) estudaram a producdo de uma queratinase extracelular por
Doratomyces microsporus em cultivo liquido submerso aerébico em um meio contendo
uma proteina para induzir a sintese da enzima. A queratinase foi purificada por
homogeneizacdo usando cromatografia de interacdo hidrofébica mostrada por
cromatografia em gel. A massa molecular foi estimada para 33 KDa (por analise em
SDS-Page) ou 30 KDa (por cromatografia em gel), sugerindo uma estrutura
monomeérica. O ponto isoelétrico da enzima foi determinado como sendo mais ou menos
9. A hidrolise de alguns substratos sintéticos, especificos para proteinas conhecidas,
sugeriu que a queratinase de D. microsporus é proxima a proteinase K.

Muhsin e Aubaid (2000) purificaram parcialmente e caracterizaram a
queratinase extracelular de Trichophyton mentagrophytes var. erinacei isolados de
pacientes com tinea cruris. A queratinase foi purificada com filtracdo em gel Sephadix
G-100, algumas caracteristicas bioquimicas da enzima purificada foram examinadas. A
massa molecular estimada foi 38000 Da em SDS-PAGE, o pH 6timo foi 55 e a
temperatura G6tima para alta atividade da queratinase foi 50 °C. A purificacdo e
caracterizacdo da queratinase de Trichophyton mentagrophytes var. erinacei mostrou
que esta enzima pertence ao grupo das serinas.

Brouta et al. (2001) estudaram a protease queratinolitica secretada por um
isolado clinico de felino o Microsorum canis cultivado em caldo contendo queratina do
felino como unica fonte de nitrogénio. Esta enzima foi purificada do filtrado de cultura
por cromatografia de afinidade em bacitrcin-agarose e por cromatografia hidrofébica em
actyl-agarose. A enzima teve uma massa molecular de 43.5 kDa e ponto isoelétrico de
7.7 e exibindo atividade significativa contra queratina azure, vermelho congo elastina e
colageno desnaturado tipo | (azocoll). A primeira sequéncia de aminoacidos 13 N-
terminal foram 61% homdlogos com os da metaloprotease extracelular de Aspergillus
fumigatus e com a neutra protease | de A. oryzae, confirmando que essa queratinase de
43.5 kDa é uma metaloprotease. Esta metaloprotease queratinolitica pode estar
relacionada ao fator viruléncia envolvendo mecanismos patofisioldgicos de
dermatofitoses de M. canis.

Noronha et al. (2002) estudaram a producdo de queratinase por Aspergillus

fumigatus, apos 24-72 h de crescimento a 42 °C. A queratinase foi purificada por um
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processo de cromatografia e sua massa molecular de 31 kDa foi determinada por SDS-
PAGE. Posteriormente o DNAc da queratinase foi expresso em células de Pichia
pastoris e os clones recombinantes mostraram ser produtores substanciais de atividades
caseinolitica, azo-queratinolitica e queratinolitica. Analises em SDS-PAGE e Western-
blotting usando leucdcitos contra a queratinase de A. fumigatus mostraram a presenca de
uma proteina na cultura sobrenadante das células recombinantes de P. pastoris. Essa
proteina teve a massa molecular correspondente a queratinase de A. fumigatus. O perfil
de producdo da enzima mostrou que as células recombinantes de P. pastoris
aumentaram a quantidade de atividade proteolitica e azo-queratinolitica em um periodo
de crescimento de 72 h. A determinacdo do peso seco indicou que 10% do pé de
queratina foi hidrolisado apds 24 h de incubagcdo com 510 U (atividade caseinolitica) da
queratinase recombinante. Com esses resultados os autores concluiram que A. fumigatus
pode ser eficiente para converter queratina de penas de frango em produtos alternativos
rico em proteinas para racdo animal. Entretanto, por este fungo ser um patdgeno
oportunista de homens, aves e outros animais, as células recombinantes de P. pastoris
podem ser uma alternativa para construcdo de biossistemas para a conversdo da
queratina de penas de frango.

Farag e Hassan (2004) purificaram, caracterizaram e imobilizaram a queratinase
da cultura de degradacdo de pena de Aspergillus oryzae. A precipitacdo fracional da
enzima com etanol, acetona e sulfato de aménia produziu 21 fracdes. A fracdo obtida a
75-85% em sulfato de amo6nia mostrou alta atividade e um fator de purificacao de
aproximadamente 3.3 vezes. Essa fracdo foi posteriormente purificada por filtragdo em
gel Sephadex G-7 seguido por cromatografia i6nica em DEAE-Sephadex A-50 e
produziu uma atividade maior de proteina com pico mostrando 11.38 vezes de
purificacdo. SDS-PAGE indicou que apos a purificacdo, a queratinase € uma enzima
monomérica com uma massa molecular de 60 kDa. A enzima purificada foi capaz de
hidrolisar diferentes substratos mostrando uma alta atividade proteolitica em soro
albumina bovina e caseina seguida por queratina, penas de frango, colageno, penas de
pato e 1a de ovelha. A enzima purificada foi imobilizada em varios transportadores. A
imobilizacdo em esferas de vidro mostrou alta atividade. Os autores concluiram que esta
enzima pode ser usada para processos industriais por mostrar uma atividade
significativa contra muitos materiais queratinosos. A purificacdo e caracterizacdo da
enzima fornecem uma base para desenvolver futuras producbes em larga escala e

possiveis usos da preparacdo enzimatica.
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Anbu et al. (2005) estudaram a queratinase extracelular produzida por
Scopulariopsis brevicaulis isolada do solo de fazendas de aves domésticas de
Nammakkal, India. A queratinase extracelular deste fungo foi purificada por
precipitacdo em sulfato de amonia e processos envolvendo técnicas cromatograficas de
DEAE- Celulose e Sephadex G-100. A enzima purificada mostrou ser uma proteina
monomeérica com massa molecular de 39 e 36 KDa por SDS-Page e filtracdo em gel,
respectivamente. A atividade da queratinase purificada em relacdo ao pH, temperatura e
concentracdo de sais foi otimizado pelo “design” experimental Box- Behnken. As
condicdes otimas calculadas foram previstas para conferir 100% de rendimento para a
atividade da queratinase com 5 mM CaCl,, pH 8,0 e temperatura de 40 °C. A
queratinase purificada foi examinada como um potencial para a degradacdo da pele.

Moallaei et al. (2006) purificaram parcialmente e caracterizaram a proteinase
extracelular do dermatofito geofilico Trichophyton vanbreuseghemii. O fungo isolado
do solo do Iran foi cultivado em meio liquido modificado de Czapek-Dox, contendo
0,1% de peptona bacteriologica e 1% de glicose como fonte nitrogénio e carbono,
respectivamente. A purificacdo parcial foi realizada por precipitacdo em (NH,4),SO,,
seguido por cromatografia de troca idnica. Analises da enzima em SDS-PAGE
reveleram uma Unica cadeia polipeptidica com uma massa molecular de 37 kDa. A
enzima parcialmente purificada apresentou atividade queratinolitica evidenciada no
teste de queratina azure. A propriedade queratinolitica do T. vanbreuseghemii sugeriu
que este fungo pode ser uma alternativa para a reciclagem de residuos de queratina
industriais.

Li et al. (2007) caracterizaram e expressaram o sfp2, um gene que codifica uma
protease serina queratinolitca de Streptomyces fradiae var. k11. O recombinante sfp2 foi
expresso na levedura Pichia pastoris com um rendimento final de 78 mg/L apds 25 h da
inducdo. A enzima recombinante foi purificada por precipitagdo utilizando sulfato de
amonio e cromatografia em gel de filtracdo a homogeneidade eletroforética, que foi
apropriadamente glicosilada e tinha uma massa molecular de 26,0 kDa.

Anbu et al. (2008) estudaram um fungo queratinofilico nativo de penas
degradantes, Trichophyton sp. HA-2, isolado de pena do solo na india e caracterizado
quanto a producdo de queratinase extracelular em meio de agar-queratina (penas de
frango como substrato), adicionado de sais minerais. A maior producdo de queratinase
foi observada em pH 8,0 e uma temperatura de 35 °C por um periodo de 5 semanas. A

secrecao queratinolitica foi reforcada quando as culturas foram suplementadas com uma

74



Sousa, M.A. Otimizacdo da producao, caracterizagdo enzimatica e purificacéo...

fonte de carbono e fonte de queratina (penas de galinha). Esta queratinase foi purificada
por DEAE-celulose e cromatografia em coluna Sephadex G-100. O peso molecular da
queratinase foi 34 kDa por SDS-PAGE.

Cao et al. (2008) estudaram fungos nao patogénico degradores de penas isolados
por um novo método baseado na simulacdo de um processo de decomposicdo no
ambiente e caracterizaram a querainase produzida. O isolado F6 com atividade
queratinolitica alta foi identificado como Trichoderma atroviride com base em
caracteristicas morfologicas e andlise da sequéncia ITS1-5.85-1ITS2. O componente
dominante da queratinase purificada teve uma massa molecular de 21 kDa. A
queratinase purificada pertencia a serina protease. Seu ponto isoelétrico, peso
molecular, pH 6timo, temperatura 6tima, e especificidade de substrato sdo diferentes das
outras proteases de serina de espécies de Trichoderma. Os resultados sugerem que a
queratinase purificada é predominantemente proteinas extracelulares quando a estirpe
F6 foi cultivada em substrato queratinoso. A protease, em combinagdo com outros
componentes, é eficaz na degradacdo de penas. A estirpe F6 é mais adequada para a
degradacdo de penas que sua queratinase purificada. O fungo ndo patogénico T.
atroviride F6 com alta atividade na degradacdo de penas mostrou ser potencial em
processos biotecnolégicos para conversdo das penas em farinha de pena
economicamente Util.

Lopes et al. (2008) purificaram a queratinase de Coccidioides immitis um
causador de uma micose sisttmica que ataca humanos e uma grande variedade de
animais. Neste estudo, eles mostraram que o C. immitis na forma micelial € capaz de
liberar enzimas proteoliticas extracelulares. A queratinase deste fungo foi concentrada
poe dialise utilizando PEG 4000 overnight a 4 °C e sua massa molecular foi
determinada usando o SDS-PAGE. Em condicoes quimica de crescimento definidas, o
micélio secretou sete diferentes polipeptideos variando de 15 a 65 kDa e uma peptidase
extracelular de 25 kDa. Esta serina peptidase extracelular foi capaz de degradar a
queratina, além de clivar diferentes substratos de proteina, incluindo gelatina, caseina,
hemoglobina e albumina.

Moreira-Gasparin et al. (2009) purificaram uma protease alcalina do fungo
filamentos Myrothecium verrucaria. A enzima foi purificada por cromatografia. A
recuperacdo foi alta, 62%, com uma atividade especifica de 12,851.8 U/mg. A enzima é

uma proteina monomérica com uma pequena massa molecular de 22+1,5 kDa. A
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enzima apresentou uma eficiéncia de 80,3% na degradacédo da farinha de penas de aves,
liberando aminodcidos &cidos e peptideos sollveis.

Lin et al. (2009) purificaram a queratinase recombinante (rK) de Pseudomonas
aeruginosa expressa em Pichia pastoris. A queratinase recombinante (rK) teve um
rendimento final de 580 mg/L (1,03 kU/mL) ap6s 72 h de incubacdo. A rK foi
purificada por cromatografia de afinidade de niquel e sua massa molecular foi de 33
kDa. Aos autores concluiram que a rK poderiam hidrolisar uma variedade de substratos
e clivar aminoacidos aromaticos hidrofobicos na posicao P1.

El-Gendy (2010) selecionou o fungo endofitico queratinolitico Penicillium spp.
Morsyl isolado do coral marinho Dendronephthya hemprichii, como a cepa
queratinolitica hiperativa em fermentacdo sélida com substrato de diferentes
agriculturas e residuos de aves de capoeira. A otimizacdo do processo de extracao,
parametros fisico-quimicos que afetam a producdo de queratinase por fermentacdo em
estado solido, e parametros da queratinase purificada foram estudados. A méxima
atividade de queratinase (1600 U/g, substrato seco inicial) foi obtida a partir de farelo
fermentado com 0,1% de Tween 80. A producdo foi otimizada nas seguintes condicdes
palha de arroz como fonte de carbono, pH do meio 6, crescimento a temperatura de 26 °
C, umidade inicial de 80% (v/p), inéculo de 10° esporos/mL e uma granulometria média
do substrato de 0,6 mm (3.560 U/g, substrato seco inicial apds 5 dias de fermentac&o).
Dois tipos de queratinase (Ahml e Ahm2) foram purificadas a partir da cultura
sobrenadante através da precipitacdo em sulfato de amoénio, DEAE-Sepharose e
cromatografia por filtracdo. O peso molecular das enzimas foram 19 kDa (Ahm1) e 40
kDa (Ahm2). Estes resultados sugerem que residuos de serina e cisteina ndo estdo
envolvidos nos mecanismos cataliticos, e elas sdo metaloproteases.

Sala et al. (2011) avaliaram o efeito da concentracdo de polietileno glicol (PEG)
1.500, fosfato de potassio pH 7,0 e cloreto de sodio (NaCl) na extracéo e purificacdo de
queratinase de Bacillus sp. P45 utilizando SAB através de um planejamento fatorial
experimental 23. A purificacdo da enzima foi mais promissora quando concentracGes de
5% de PEG 1.500, 23% de fosfato de potassio e 4% de NaCl foram utilizadas, atingindo
recuperacdo queratinolitica de 114% e fator de purificacdo de 3,2. Além disso, a adi¢do
de 4% (m/m) de NaCl no SAB provocou um incremento no fator de purificacéo de 67%,
enguanto que a recuperacdo queratinolitica aumentou em 61%.

Sharaf e Khalil (2011) purificaram a queratinase de Scopulariopsis brevicaulis
por cromatografia e a eletroforese em gel (SDS-PAGE) foi utilizada para avaliar a
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pureza e peso molecular da enzima purificada. A enzima foi homogénea, apresentando
uma Unica banda de proteina, e tinha um peso molecular de 28,5 kDa. O perfil de
aminoacidos da queratinase purificada revelou que era composta por 14 aminoécidos
diferentes com elevada proporcao de acido glutdmico
(20,86%), alanina (14,52%), glicina (14,21%), leucina (8,59%) e serina (7,81%). A
enzima continha quantidades moderadas de valina (6,01%), treonina (5,58%) e alanina
fenil (5,22%). A enzima purificada de S. brevicaulis exerceu uma potente atividade
queeratinolitica e foi capaz de hidrolisar diferentes materiais queratinosos com maior

atividade em penas de galinha seguido por unhas humanas e cabelo humano.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Amostras de fungos

Para verificagdo da viabilidade, autenticacdo taxondmica e caracterizagdo quanto
a capacidade queratinolitica serdo utilizadas 50 amostras de fungos isoladas do solo
estocadas sob 6leo mineral na Colecdo de Culturas Micoteca-URM do Departamento de

Micologia, do Centro de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Federal de Pernambuco.
3.2. Reativacédo das culturas

Os isolados serdo repicados em Caldo Glicosado (Lacaz et al., 2002) e mantidos
por sete dias a temperatura ambiente (28 °C = 2 °C). Apds crescimento, serdo
transferidos para os meios especificos contidos em tubos de ensaio, onde as culturas

permanecerdo em temperatura ambiente.
3.3. Autenticacao taxondmica

Para autenticacdo taxondmica das espécies serdo observadas as caracteristicas
macroscopicas das col6nias (coloracdo, consisténcia e didmetro) e microscdpicas
(estruturas somaticas, esporos e esporoforos) de acordo com a literatura especializada
(Raper e Fenell, 1977; Carmichael et al., 1980; Pitt, 1991; Domsch et al., 1993; Klich,
2002), dentre outros. Os fungos foram observados e fotografados no Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste usando um modelo Zeiss DMS 940 microscopio
eletronico de varredura (MEV).

3.4. Cultivo submerso

Penas de galinhas serdo utilizadas como fonte de queratina. A queratina,
considerada p6 de queratina, sera solubilizada em dimetilsulfoxido (DMSO) e
precipitada com acetona. (Wawrzkiewicz et al., 1991; Friedrich et al., 1999). O meio de
cultivo sera preparado de acordo com Anbu et al., 2007 com algumas modificacdes: po
de queratina (15 g I'), K,HPO, (1,5 g 1Y), MgS0..7H,0 (0,05 g I'), CaCl, (0,025 g 1),
FeS04.7H,0 (0,015 g I™") e ZnS0,.7H,0 (0,005 g I'); pH 7.5. Fracdes de 50 mL da
solugdo de sais minerais serdo colocadas em frascos Elenmeyers de 250 mL. A
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queratina em po serd pesada e adicionada separadamente em cada frasco para evitar
distribuicdo inadequada. Os frascos serdo autoclavados por 15 min a 120°C a 1 atm. O
inoculo serd preparado através da suspensdo de esporos em 10 mL de solucdo salina
com Tween 80 e 1 ml desta suspensdo, contento 10°-10" esporos mL™, sera inoculado a

cada frasco. Os frascos serdo agitados a 120 rpm a 30°C por 10 dias.

3.5. Avaliacao da capacidade queratinofilica e queratinolitica

Para a avaliacdo da capacidade queratinofilica e queratinolitica, foram
preparadas suspensdes em 9 ml de Tween 1% (v/v) contendo 2x10° esporos/ml . Desta
suspensdo, foram distribuidos 1,0 ml sobre fragmentos de crina, pena, unha e cabelo
humano contidos em placas de Petri, previamente autoclavadas a 120°C, por 20
minutos, as placas foram mantidas a temperatura ambiente (T.A. 28+2°C) e o

crescimento dos fungos acompanhado diariamente por até 40 dias (Cai et al., 2008).

3.6. Potencial queratinolitico

O efeito de diferentes substratos na producéo de queratinase foi avaliado durante
crescimento dos fungos nos seguintes meios: I- meio de pena de frango; IlI- meio de
crina; 111- meio de unha; 1V- meio de cabelo humano; V- meio de leite desnatado e VI-
meio de peptona. O meio de cultivo foi preparado de acordo com Corréa et al., 2010
com algumas modificacdes: substrato de queratina (1 g), CaCl, (0,001 g), NaNO; (0,1
g), em 50 ml de Tamp&o fosfato pH 7,8. FragOes de 50 mL da solucgdo de sais minerais
foram colocadas em frascos Erlenmeyers de 250 mL. Estes foram autoclavados por 20
min a 120°C a 1 atm. O indculo foi preparado através da suspensdo de esporos em 10
mL de solucdo salina com Tween 80 e 1 ml desta suspensdo, contento 10° esporos mL™,

foi inoculado a cada frasco. Os frascos foram agitados a 120 rpm a 30°C por 10 dias.

3.7. Efeito de diferentes pardmetros na producdo da queratinase

O isolado que apresentou maior atividade foi selecionado. Os efeitos de pH
inicial (5.7~9.0 com aumentos de 0,4 ou 0,5 unidades); concentracdo de nitrato de sddio
(0,1g; 0,150; 1,2 e 0,3 g), concentragdo de CaCl, (0,001; 0,00125; 0,002; 0,00225 e
0,003 g), substrato (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 g), temperatura (25~45 °C com aumentos de
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5 °C), concentracdo do indculo (2%~10% da densidade de células 10" UFC/ml) e
agitacdo (120; 160; 200; 220 e 250 rpm) foram avaliados para a producdo de
queratinases em cultivo liquido submerso, para todos foi utilizado como substrato a
pena de frango. No meio de fermentacdo, com excecdo da variavel estudada, todos os
outros componentes do meio foram padronizados nas seguintes concentracdes e pH: 0,5
g de substrato; 0,1 g de nitrato de sédio; 10° esporos/mL de inéculo e 0,001 g de cloreto
de célcio em Tampéo fosfato 0,2 M pH 7,8 a 30 °C e 120 rpm por 10 dias (Cai et al.,
2008).

3.8. Producéo de queratinase
3.8.1. Design estatistico experimental

Para o processo de escolha das melhores condi¢cbes de producdo de queratinase
foram estudados parametros como: temperatura, pH, agitacdo e concentracdo do
substrato utilizando um planejamento fatorial completo (2%) (Tabela 1) com 5, 7, 9 e 10
dias de producdo (Anbu et al., 2005; 2007). Foram realizados 16 ensaios para o estudo
da producdo de queratinase e 4 pontos centrais, 0s quais possibilitaram a analise do erro
experimental. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Statistica 8
(Statsoft inc, 2008).

Tabela 7 Niveis das variaveis do planejamento fatorial completo (2*) para a producéo

de queratinase com 5, 7, 9 e 10 dias de produgéo.

Niveis
Fatores Inferior (-1) Central (0) Superior (+1)
Temperatura (°C) 28 32 36
Agitacdo (RPM) 120 160 200
Penas de frango () 1,5 2,0 2,5
pH 7,0 7,5 8,0

3.8.2. Design Box, Hunter & Hunter

Neste estudo, o0 Box, Hunter & Hunter delineamento experimental foi usado para
investigar o significado de varidveis para producdo da queratinase. Para obter um valor
de erro experimental, quatro repeticbes do ponto central foi realizada. O software
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StatSoft (StatSoft STATISTICA 8) foi usado para gerar o Box, Hunter & Hunter

delineamento experimental e analise dos dados.

3.9. Métodos analiticos

3. 9.1. Determinacédo da biomassa e do pH

O meio de fermentacdo serd filtrado em papel de filtro (Whatman N° 1). A
massa micelial sera lavada com agua destilada esterilizada e seca a 105°C “over night”

até peso constante. O pH do filtrado sera determinado.

3.9.2. Determinacéo da atividade enzimatica

A atividade queratinolitica sera determinada de acordo com Anbu et al., 2007
em que a queratina em pé (20 mg) sera adicionada a 3,8 mL de 100 mM Tampéo Tris-
HCI (pH 7,8) e incubada com 0,2 mL do filtrado de cultura, por 2 horas a 37 °C. Ap0s a
incubacdo as amostras serdo refrigeradas a 4 °C por 10 min, e em seguida centrifugadas
a 4 °C por 10 min a 10.000 g. A absorcdo do fluido sobrenadante a 280 nm sera
determinada espectrofotometricamente em comparagdo com o0 branco, que sera
preparado com queratina em pé e tampdo. O aumento de 0,100 em absorbéancia indicara

uma unidade de atividade enzimatica (1 KU = 0,100 absorbancia).

3. 9.3. Dosagem do contetido de proteinas

A quantidade de proteina soltvel serd determinada de acordo com Bradford
(1976), usando soro albumina bovina como padréo.

Todas as analises serdo realizadas em duplicata.

3.10. Caracterizacao do extrato bruto

3.10.1. Efeito e estabilidade ao pH e temperatura

Para estudar o pH otimo para a atividade da queratinase, 0 extrato bruto foi
analisado na faixa de pH 4,0-11,0 usando os seguintes tampdes (100 mM): acetato (pH
4,0-6,0), fosfato (pH 6,0-7,5), Tris-HCI (pH 7,5-9,0) e carbonato (pH 9,0-11,0) e penas
de frango como substrato. Para determinar a estabilidade do pH, o extrato enzimatico

81



Sousa, M.A. Otimizacdo da producao, caracterizagdo enzimatica e purificacéo...

bruto foi pré-incubado nos tampdes a diferentes valores de pH (4,0-11,0) a 37 ° C por 2
h. Atividade residual foi entdo analisada. A temperatura 6tima para atividade da enzima
também foi estudada. O extrato bruto enzimatico foi testado em diferentes temperaturas
entre 25 °C e 80 °C. A termoestabilidade da queratinase foi avaliada pela incubacdo da
enzima em diferentes temperaturas (entre 25 e 80 °C) por 2 horas, ap6s a analise
enzimaética foi realizada. Atividade enzimatica residual foi expressa em porcentagem da
atividade no tempo zero (100%) (Corréa et al. 2010).

3.10.2. Efeito dos inibidores de protease e ions metais

Surfactantes (SDS, Triton X-100, e DMSO), isopropanol (nas concentracfes
finais de 0,5% e 1%), EDTA, acido iodo acético, PMSF a concentracdes finais de 1mM
e 0,1M e 1 mM Pepstatina A, e alguns fons metais (Co®*, Mg®*, Cu**, Zn**, Mn*", Ca®")
a concentracdes finais de 1 mM e 5 mM, foram adicionados ao extrato bruto enzimético
e pré-incubadas por 30 min a 37 °C, antes de analisar a atividade queratinolitica. A
atividade da enzima sem esses reagentes serviu como controle, e foi considerado como
100% de atividade (Corréa et al. 2010).

3.11. Purificagéo da enzima

3.11.1. Estudos de particdo da queratinase em sistema bifasico aquoso PEG/Citrato

Os parametros de extracdo estudados foram: massa molar e concentragdo do
PEG e concentracdo do citrato de sédio na extracdo da queratinase do meio de
fermentacdo. Para a extragdo da enzima, os sistemas foram preparados com PEG de
diferentes massas molares (400, 3350 e 8000 g/mol) e sal citrato de sddio segundo
Oliveira et al. (2001) e Sarubbo (2000).

3.11.2. Planejamento fatorial para otimizacdo da extracao da queratinase

Para analise estatistica dos resultados foram utilizadas trés variaveis respostas:
coeficiente de particdo, aumento de pureza e rendimento. A melhor condicdo final de
extracdo foi definida como aquela que proporcionou a melhor combinagdo entre as
respostas. ApoOs a realizacdo dos experimentos foi feita a andlise estatistica dos
resultados, com o auxilio do software Statistica 8.0.
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Tabela 8 Niveis dos fatores utilizados na extracdo da queratinase por SDFA
(PEG/Citrato).

Fatores - Niveis -
Superior (+1) Central (0) Inferior (-1)
Massa molar do PEG (g/mol) 8000 3350 400
Concentracdo do PEG % (p/p) 24 22 20
Concentracéo de citrato % (p/p) 20 17,5 15

3.11.3. Fator de purificacdo, recuperacdo queratinolitica e coeficiente de particao

O aumento de pureza (AP) € a razdo da atividade especifica na fase considerada
(Aef) pela atividade especifica do extrato bruto (Aeeb) e foi calculado conforme a

Equacéo 1.

Aef
AP = 1)
Aceb
O percentual de recuperacdo queratinolitica (RQ) foi determinado conforme a
Equacéo 2.
AV
RQ(%)=——-100 (2
b"eb

onde Af é a atividade de queratinase na fase considerada (U/ml), Aeb é a atividade
enzimatica no extrato bruto (U/ml), Vf é o volume da fase considerada (ml) e Veb é o
volume inicial de extrato adicionado (ml).

O coeficiente de particdo (K) do sistema foi determinada pela Equacao 3.

K=—- (3)

onde Aft e Aff é a atividade da fase de topo e fase de fundo apds o processo de

purificacdo, respectivamente.
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4. Caracterizagao e producao de queratinases por fungos isolados do solo
preservados em 6leo mineral na Micoteca URM*

RESUMO

Materiais queratinoso sdo insollveis e resistentes a degradacdo por enzimas
proteoliticas comuns, por isso € importante estudar os produtores de enzimas de
microorganismos para uso na indudstria de biotecnologia. O objetivo deste estudo foi
caracterizar fungos isolados do solo e armazenados na Micoteca URM para que
pudessem ser empregadas na producdo de queratinases extracelular. Cinglienta
linhagens fungicas foram verificados para determinar se eles tinham a capacidade de
usar a queratina como substrato. Elas foram cultivadas em cultura submersa em um
meio contendo penas de aves e sais. Os fungos foram cultivados por 10 dias a 30 °C
num agitador orbital (120 rpm). Apdés a centrifugacdo, os sobrenadantes foram
utilizados como preparacdes enzimaticas para a dosagem de atividade queratinolitica.
Aspergillus sulphureus URM5029, Trichoderma aureoviride URM5574, Aspergillus
avenaceus URM5051 e Aspergillus sclerotiorum URM5586 apresentaram os melhores
resultados com 7,35 U/ml, 7,2 U/ml, 6,7 U/ml e 6,05 U/ml, respectivamente, de
atividade queratinolitica. O queratinase de A. sulphureus URM5029 apresentou melhor
atividade em pH 10,0 e 35 °C. Foi um pouco inibida na presenca de ions de metal
(Co**, Mg?*, Cu**, Zn**, Mn** e Ca®") e PMSF, enquanto foi fortemente inibida por
EDTA, sugerindo ser uma enzima do tipo metaloprotease. A estabilidade da
queratinase de Aspergillus sulphureus URM5029 em faixas amplas de pH (6,5-9,0) e
temperatura (25-60 ° C) sugere a viabilidade da utilizac8o desta estirpe em processos
biotecnologicos comerciais.

Palavras-chave: Penas; Fungos filamnetosos; enzima; Aspergillus sulphureus;

queratina.
INTRODUCAO

Degradacdo de material queratinoso tem sido principalmente associada com a
atividade de fungos dermatofitos, leveduras e bactérias. Muita informacdo esta
disponivel sobre a capacidade destes organismos para produzir queratinases e sobre as
propriedades cataliticas destas enzimas (Friedrich et al. 1999;. Mangiaterra et al. 2000;
Eliades et al. 2010). No entanto, existem relativamente poucos relatérios sobre a

producdo e caracterizacdo da queratinases produzidos por fungos ndo-dermatofitos

! Trabalho submetido para publicacdo como Sousa-Lucena, MA ; Souza. OC; Pessoa-Jr. A; Porto, ALF e
Souza-Motta, CM. 2011. Characterisation and production of keratinase by fungi isolated from soil
preserved in mineral oil at the Mycoteca URM. World Journal of Microbiology & Biotechnology.
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(Gradisar et al. 2005; Eliades et al. 2010). Alguns fungos ndo-dermatofitos ja foram
descritos (Gioppo et al. 2009; Eliades 2010) para fins biotecnoldgicos, principalmente
para a gestdo de residuos queratinosos (Onifade et al 1998;. Gupta e Ramnani 2006;
Pillai e Archana 2008). No entanto, queratinases bacterianas, particularmente aquelas
produzidas por Bacillus, tém recebido mais atencédo (Pillai e Archana 2008).

O principal componente das penas de aves € a queratina, uma proteina insoltvel
com estrutura rica em B-hélice ligadas através de pontes de cistina. A rigidez estrutural
desta proteina é responsavel pela acumulacdo de penas em grandes quantidades como
residuos do processamento de aves comerciais. Por conter uma grande numero de
proteinas e aminoacidos, penas de aves sdo potencialmente Uteis para a alimentagdo
animal barata, assim muitos esforcos tem ocorrido no sentido de reutilizar os
biomateriais queratinosos (Odetallah et al. 2003; Gioppo et al. 2009).
Convencionalmente, os residuos de penas sdo usados de forma limitada como um
suplemento de proteina na dieta alimentra dos animais apds o processamento
hidrotérmico. No entanto, o tratamento hidrotérmico tem limitacdes devido a sua
capacidade digestiva baixa, a perda nutricional de aminoacidos essenciais (metionina,
lisina e triptofano) e a formacéo de aminoacidos nao-nutritivos tais como lisinoalanina e
lantionina (Gioppo et al. 2009). Degradacdo enzimatica da queratina pode ser uma
forma de obter aminoécidos e peptideos a partir de penas de aves, mas a estrutura da
queratina torna a sua hidrélise por proteases comuns, tais como pepsina e papaina
dificil. No entanto, ha um grupo de enzimas proteoliticas que sdo capazes de hidrolisar a
queratina insoltvei mais eficientemente do que outras proteases (Gioppo et al. 2009).

Queratinases também sdo importantes nas operagdes de pré-curtimento da
indUstria de couro, eles reduzem o uso de sulfeto de sodio no processo de depilacéo para
0 processamento de couro eco-amigavel (Thanikavelan et al. 2004; Macedo et al. 2005;
Pillai e Archana 2008).

A preservacdo de cepas fungicas, como material tipo, como estoques de
referéncia para fins de diagnostico ou de ensino, e como amostras em cole¢bes de
culturas nacionais, € um aspecto importante da micologia. Idealmente, estirpes
armazenadas devem permanecer viaveis por longos periodos, mas estar dormente para
evitar o acimulo de mutacdes, resultando em alteracbes morfologicas e bioguimicas.
Varios métodos para o armazenamento de culturas de fungos foram avaliados e muitos
foram encontrados para ser adequado para o armazenamento de alta qualidade, pelo
menos, certas cepas fungicas (Borman et al. 2006).
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O objetivo do presente estudo foi verificar a viabilidade de fungos isolados de
solo armazenadas na Colegéo de Cultura da URM Mycoteca (50 cepas) e para a tela-los
para a atividade keratinolytic quando cultivadas na presenca de penas de aves como a

unica fonte de carbono e nitrogénio.

MATERIAIS E METODOS

Fungos

Para verificacdo da viabilidade, autenticacdo taxonémica e caracterizacdo quanto a
capacidade queratinolitica serdo utilizadas 50 amostras de fungos isoladas do solo
estocadas sob dleo mineral na Colecéo de Culturas Micoteca-URM do Departamento de
Micologia, do Centro de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Federal de Pernambuco.

Reativacéo das culturas
Os isolados seréo repicados em Caldo Glicosado (Lacaz et al., 2002) e mantidos por
sete dias a temperatura ambiente (28 °C + 2 °C). Apds crescimento, serdo transferidos
para 0s meios especificos contidos em tubos de ensaio, onde as culturas permanecerao
em temperatura ambiente.

Para autenticacdo taxondmica das espécies serdo observadas as caracteristicas
macroscopicas das col6nias (coloracdo, consisténcia e didmetro) e microscopicas
(estruturas somaticas, esporos e esporoforos) de acordo com a literatura especializada
(Raper e Fenell, 1977; Carmichael et al., 1980; Pitt, 1991; Domsch et al., 1993; Klich,
2002), dentre outros. Os fungos foram observados e fotografados no Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste usando um modelo Zeiss DMS 940 microscopio

eletrbnico de varredura (MEV).

Cultivo submerso

Penas de galinhas serdo utilizadas como fonte de queratina. A queratina, considerada pé
de queratina, sera solubilizada em dimetilsulféxido (DMSO) e precipitada com acetona.
(Wawrzkiewicz et al., 1991; Friedrich et al., 1999). O meio de cultivo sera preparado de
acordo com Anbu et al., 2007 com algumas modificagdes: pé de queratina (15 g I™),
K,HPO, (1,5 g I'Y), MgS0..7H,0 (0,05 g I'), CaCl, (0,025 g I'), FeSO,4.7H,0 (0,015 g
I'Yy e ZnS0,.7H,0 (0,005 g I'"); pH 7.5. Fracdes de 50 mL da solucdo de sais minerais
serdo colocadas em frascos Elenmeyers de 250 mL. A queratina em pd sera pesada e

adicionada separadamente em cada frasco para evitar distribuicdo inadequada. Os
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frascos serdo autoclavados por 15 min a 120°C a 1 atm. O inoculo serd preparado
através da suspensdo de esporos em 10 mL de solucdo salina com Tween 80 e 1 ml
desta suspensdo, contento 10°-10" esporos mL™, sera inoculado a cada frasco. Os

frascos serdo agitados a 120 rpm a 30°C por 10 dias.

Dosagem da atividade queratinolitica

A atividade queratinolitica foi determinada pelo método utilizado por Anbu et al.
(2007). Queratina em p6 (20 mg) foi incubada por 1 hora a 37 °C com tampao Tris-HCI
(100 mM, pH 7,8; 3,8 ml) e extrato enzimatico bruto (0,2 ml). As amostras foram
colocadas em uma geladeira 4 °C por 10 min e entdo centrifugada por 10 min a 10.000
g a 4 °C. A absorbancia do sobrenadante a 280 nm foi medida por espectrofotometria
contra um em branco. Um aumento de 0,100 na absorbancia foi tomada para indicar

uma unidade de atividade enzimatica

Efeito e estabilidade ao pH e temperatura

Para estudar o pH 6timo para a atividade da queratinase, o extrato bruto foi analisado na
faixa de pH 4,0-11,0 usando os seguintes tampdes (100 mM): acetato (pH 4,0-6,0),
fosfato (pH 6,0-7,5), Tris-HCI (pH 7,5-9,0) e carbonato (pH 9,0-11,0) e penas de frango
como substrato. Para determinar a estabilidade do pH, o extrato enzimético bruto foi
pré-incubado nos tampdes a diferentes valores de pH (4,0-11,0) a 37 ° C por 2 h.
Atividade residual foi entdo analisada. A temperatura 6tima para atividade da enzima
também foi estudada. O extrato bruto enzimatico foi testado em diferentes temperaturas
entre 25 °C e 80 °C. A termoestabilidade da queratinase foi avaliada pela incubacéo da
enzima em diferentes temperaturas (entre 25 e 80 °C) por 2 horas, ap6s a analise
enzimatica foi realizada. Atividade enzimatica residual foi expressa em porcentagem da
atividade no tempo zero (100%) (Corréa et al. 2010).

Efeito de inibidores na atividade queratinolitica

Surfactantes (SDS, Triton X-100, e DMSO), isopropanol (nas concentracGes finais de
0,5% e 1%), EDTA, &cido iodo acético, PMSF a concentracdes finais de 1ImM e 0,1M e
1 mM Pepstatina A, foram adicionados ao extrato bruto enzimatico e pré-incubadas por
30 min a 37 °C, antes de analisar a atividade queratinolitica. A atividade da enzima sem
esses reagentes serviu como controle, e foi considerado como 100% de atividade
(Corréa et al. 2010).
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Efeitos de inos metais na atividade queratinolitica

fons metais (Co**, Mg, Cu*, Zn**, Mn?*, Ca?") a concentracdes finais de 1 mM e 5
mM, foram adicionados ao extrato bruto enzimatico e pré-incubadas por 30 min a 37 °C,
antes de analisar a atividade queratinolitica. A atividade da enzima sem esses reagentes

serviu como controle, e foi considerado como 100% de atividade (Corréa et al. 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Viabilidade das culturas de fungos

As 50 culturas neste estudo pertencem os seguintes géneros: Myrothecium (um),
Neosartorya (um), Scolecobasidium (um), Acremonium (dois), Cladosporium (dois),
Humicola (dois), Scopulariopsis (dois), Fusarium (quatro ), Paecilomyces (quatro),
Curvularia (cinco), Trichoderma (cinco) e Aspergillus (22). Todas as culturas eram
viaveis depois de ser armazenados sob 6leo mineral na Cole¢do de Cultura Micoteca
URM por um periodo de 1-13 anos (Tabela 1).

O método de preservacdo sob Oleo mineral mostrou-se adequada para a
manutencdo de culturas, porque permaneceram vidveis com a estabilidade das
caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas apds 0 armazenamento por até 13 anos. Esses
resultados concordam com os de Braz et al. (2009), que avaliaram a viabilidade de 31
isolados de Acremonium, descobrindo que 26 permaneceram Vvidveis quando
preservados sob d6leo mineral na Micoteca URM e 24 foram autenticados
taxonomicamente ap6s 31 anos de preservacdo. Uma grande variedade de fungos
sobrevivem sob este método, mantendo a viabilidade ao longo de 6, 7 e até 20 anos
(Figueiredo, 2001). Espécies de Cladosporium e Trichosporon, preservado por este
método e mantidos na Micoteca URM, permaneceram viaveis por até 40 anos (Silva
2009). De acordo com Figueiredo (2001) e Nakasone et al. (2004), as culturas de fungos
podem ser preservados sob 6leo mineral por 20 a 32 anos. Estes estudos destacam as
vantagens deste método na manutencdo da viabilidade de algumas espécies durante um
periodo prolongado de preservagdo, bem como na reducdo de contaminagdo por acaros
e um processo simples, econdmico que nao requer equipamento caro e pode ser usado
para colecdes grandes e pequenas.

Deshmukh (2003) obtiveram 239 queratinofilicos fungos preservados em
frigorifico durante 12 anos (repicadas uma vez a cada 4 meses), em agua estéril por 7 e
10 anos, sob 6leo mineral por 7 e 10 anos, em gel de silica por 7 e 10 anos, em solo de
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jardim por 7 e 10 anos e uma amostra liofilizada por 12 anos. Todos eram viaveis,
mostrando que esses métodos de preservacao foram adequados para estes fungos. No
entanto, Bezerra et al. (2006) obteve 20 culturas de Coccidioides immitis preservadas
sob 6leo mineral na Colecdo de Cultura do Instituto Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro,
Brasil) e apenas cinco eram viaveis, mostrando que este método de preservacdo néo foi
adequada para estas espécies.

Foi observado que as espécies de fungos que produzem queratinase também
mostram boa capacidade de esporulacdo e permanecem estaveis ap0s preservacao sob
6leo mineral; esta observacdo foi feita durante a analise por microscopia eletronica das
espécies Aspergillus sulphureus URMb5029 (Fig 1a), Trichoderma aureoviride
URMS574 (Fig 1b), Aspergillus avenaceus URMS5051 (Fig 1c) e Aspergillus
sclerotiorum URMb5586 (Fig. 1d).

Fig. 1 Micrografia eletrénica do conidio de Aspergillus sulphureus URM5029 (a),
Trichoderma aureoviride URM5574 (b), Aspergillus avenaceus URM5586 (c) and A.
scleroiorum URMS5586 (d).

Producéo de queratinases
Das espécies estudadas, todas mostraram capacidade queratinolitica. As cepas de

Aspergillus sulphureus URMS5029, Trichoderma aureoviride URM5574, Aspergillus
avenaceus URMb5051 e A. sclerotiorum URM5586 apresentaram os melhores resultados
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com 7,35 U/ml, 7,20 U/ml, 6,70 U/ml e 6,05 U/ml, respectivamente, de atividade da
enzima apds 10 dias de fermentacdo a 120 rpm e 30 ° C (Tabela 1).

Devido a alta atividade queeratinolitica dos extratos de enzimas, o pH aumentou
(8,0-10,0) durante o cultivo e alkalinisou o meio. Esta alcalinizacdo é um resultado de
reacOes peptideo desaminacdo e producao de amonia (Riffel et al. 2003). No trabalho de
Riffel et al., um aumento no pH (7,8-8,5) durante o cultivo e alcalinizagdo do meio
foram observados.

Usando penas de aves como substrato, Friedrich et al. (1999) selecionaram
fungos para a sintese de enzimas queratinoliticas e obteve como melhor produtor
Aspergillus flavus, que produziu 0,781 U/ml de atividade da enzima apos sete dias de
cultivo submerso. O meio de cultura continha numa solucgdo de sais minerais sollveis e
tinha penas de aves como a Unica fonte de carbono e nitrogénio. Anbu et al. (2007)
procuraram melhorar a producdo de queratinase por uma estirpe de Scopulariopsis
brevicaulis e obteve o seu mais alto nivel de atividade da enzima, 6,2 U/ml, com 35 dias
de cultivo. Estes valores séo inferiores aos obtidos no presente estudo para a atividade
queratinolitica geral. No entanto, outros autores obtiveram valores mais elevados de
producdo. Sales et al. (2008) estudaram a producdo queratinase por Aspergillus
carbonarius URM1546. Eles usaram penas de aves como substrato e obteve uma
atividade queratinolitica méxima de 48,9 U/ml, com sete dias de cultivo em 120 rpm e
com 0,5% (p/v) de penas de aves. Gioppo et al. (2009) estudaram o fungo filamentoso
Myrothecium verrucaria, um ndo-dermatéfito para crescer e produzir queratinase
enquanto em meio liquido submerso (93,0 + 19 U/ml) ou em meio semi-sélido (98,8 +
7,9 U/ml); nestas culturas, penas de aves foram o Unico substrato.

Usando outros substratos, Apprich et al. (2006) estudaram as propriedades
queratinolitica de dois dermatofitos (Microsporum gypseum, Trichophyton
mentagrophytes) e trés n&o-dermatofitos (Scopulariopsis brevicaulis, Alternaria
alternata, Geotrichum candidum) usando cascos de equinos e pele como a Unica fonte
de carbono e nitrogénio. M. gypseum foi a espécie mais queratinolitica, seguida por T.
mentagrophytes e S.brevicaulis. A. alternata e G. candidum mostraram um minimo de
atividade queratinolitica. Eliades et al. (2010) estudaram 69 cepas de fungos por sua
capacidade de produzir atividade queratinolitica alcalinas em culturas submersas
suplementada com farelo de soja e triptona (FS), ou suplementada com couro (PV), sob
condi¢Bes de fermentacdo em estado sélido. Entre essas cepas, Aspergillus niger,

Cladosporium cladosporioides, Metarhizium anisopliae, Neurospora tetrasperma e
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Westerdikella dispersed foram os melhores produtores, com niveis de atividade
enzimética acima de 1,2 U/ml. Comparando a producdo de queratinase nestes estudos
utilizando outras fontes de queratina com os resultados obtidos para a atividade
queratinolitica neste estudo, notamos que ha uma melhor producdo da enzima usando

penas de aves, rico em queratina, como a Unica fonte de carbono e nitrogénio.
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Tabela 1 Viabilidade, autenticacdo taxonémica e atividade queratinolitica de cultura de

fungos preservadas em 6leo mineral na Colecdo de Culturas Micoteca URM.

Espécies Registro* Tempode Viabilidade  Autenticacdo Atividade
URM reservacao taxondmica queratinolitica
(anos) U/ml
Acremonium curvullum 4695 8 + Confirmado 2.05
Acremonium strictum 5031 5 + Confirmado 3.7
Aspergillus acuelatus 4953 6 + Confirmado 15
Aspergillus acuelatus 5240 5 + Confirmado 1.55
Aspergillus avenaceus 5051 6 + Confirmado 6.7
Aspergillus carbonarius 5012 6 + Confirmado 1.4
Aspergillus carneus 5262 5 + Confirmado 5.6
Aspergillus carneus 5577 4 + Confirmado 4.55
Aspergillus clavatus 5841 3 + Confirmado 5.2
Aspergillus clavatus 5076 6 + Confirmado 2.2
Aspergillus granulosus 4641 8 + Confirmado 5.45
Aspergillus janus 4456 9 + Confirmado 1.15
Aspergillus japonicus 3840 14 + Confirmado 3.45
Aspergillus japonicus 4599 8 + Confirmado 2.7
Aspergillus japonicus 5242 5 + Confirmado 2.6
Aspergillus japonicus 4533 9 + Confirmado 2.25
Aspergillus japonicus 5751 3 + Confirmado 2.65
Aspergillus nutans 4309 10 + Confirmado 1.25
Aspergillus ochraceus 5836 3 + Confirmado 1.65
Aspergillus phoenicis 4924 6 + Confirmado 2.05
Aspergillus sclerotiorum 5586 4 + Confirmado 6.05
Aspergillus stromatoides 4637 8 + Confirmado 2.15
Aspergillus sulphureus 5029 6 + Confirmado 7.35
Aspergillus sulphureus 4315 10 + Confirmado 2.3
Cladosporium 5067 6 + Confirmado 1.4
sphaerospermum
Cladosporium oxysporum 5234 5 + Confirmado 1.75
Curvularia eragrostidis 4696 8 + Confirmado 2.5
Curvularia pallescens 5833 3 + Confirmado 2.3
Curvularia pallescens 5720 3 + Confirmado 1.3
Curvularia verruculosa 4653 8 + Confirmado 2.55
Fusarium equiseti 4479 9 + Confirmado 5.25
Fusarium lateritium 4703 8 + Confirmado 3.65
Fusarium lateritium 5844 3 + Confirmado 3.8
Fusarium stilboides 5302 5 + Confirmado 54
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Cont.
Espécies Registro* Tempode Viabilidade  Autenticacéo Atividade
URM reservacao taxonémica queratinolitica
(anos) U/ml
Humicola fuscoatra 5797 3 + Confirmado 2.45
Humicola grisea 4753 8 + Confirmado 1.9
Myrothecium brachysporum 3936 14 + Confirmado 1.15
Neosartorya fischeri 5755 3 + Confirmado 1.3
Paecilomyces farinosus 3896 14 + Confirmado 1.95
Paecilomyces variable 3835 14 + Confirmado 1.85
Paecilomyces variotii 5385 + Confirmado 2.15
Paecilomyces variotii 4657 + Confirmado 2.0
Scolecobasidium humicola 4335 10 + Confirmado 2.45
Scopulariopsis brevicaulis 5795 + Confirmado 1.45
Scopulariopsis 4603 + Confirmado 3.05
sphaerospermum
Trichoderma aureoviride 5574 4 + Confirmado 7.2
Trichoderma harzianum 4950 6 + Confirmado 2.45
Trichoderma koningii 4649 8 + Confirmado 1.95
Trichoderma virens 5007 6 + Confirmado 2.2
Trichoderma viride 4996 6 + Confirmado 5.1

* Namero de acesslo da Micoteca URM (Recife, Pernambuco, Brasil); + (viavel); - (inviavel)

Efeito do pH e temperatura na atividade da queratinase e estabilidade

Para a caracterizacdo enzimatica da queratinase foi usado extrato enzimatico

bruto obtido a partir de Aspergillus sulphureus URM5029 que mostrou a maior

atividade queratinolitica.
A maior atividade queratinolitica foi obtida em pH 10,0 (10,95 U/ml) e pH 10,7
(10,55 U/ml). Estabilidade da queratinase de Aspergillus sulphureus URM5029 foi

observada na faixa de pH 6,5-9,0 com valores de atividade acima de 50%, a estabilidade

maxima foi encontada em pH 8,0 com 94% de atividade residual. Estes resultados

mostram que a queratinase é estavel em uma ampla faixa de pH (Fig 2).
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Fig. 2 Efeito e estabilidade ao pH (2 horas de incubacdo) sobre a atividade da
queratinase de Aspergillus sulphureus URM5029.

O efeito da temperatura sobre a atividade da queratinase demostrou que a
atividade maxima foi obtida a 35 °C (12,3 U / ml). A enzima mostrou-se estavel em
temperaturas de 25 °C a 60 °C, com valores de atividade acima de 50%, a enzima foi
mais estavel a 35 °C com 68% de atividade residual. Estes resultados mostram que a

queratinase € estavel em uma ampla faixa de temperatura (Fig 3).
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Fig. 3 Efeito e estabilidade a temperatura (2 horas de incubacdo) sobre a atividade da
queratinase de Aspergillus sulphureus URM5029.

Queratinases de muitas bactérias, actinomicetos e fungos tem pH &timo de
neutro a alcalino (pH 7,5-11,0) (Riffel et al., 2003; Farag e Hanssan, 2004; Thys et al.,
2004; Anbu et al., 2005). Outras enzimas queratinoliticas também demonstraram serem
ativas em pH alcalino, como as secretadas por Streptomyces sp. (Lentourne et al., 1982)

e Strepmomyces albidoflavus (Bressolier et al., 1999). Entretanto, novas queratinases
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possuem alcanofilia extrema com 6timo de pH>12 (Gupta e Rammani, 2006). No
entanto, a temperatura 6tima da queratinase é entre 30 °C e 80 °C (Gupta e Rammani,
2006), mas, a enzima de Chrysosporium Kkeratinophilum (Dozie et al., 1994) e
Fervidobacterium islandicum (Nam et al., 2002) mostraram excepcional temperatura
Otima a 90 °C e 100 °C, respectivamente.

Cao et al. (2008) estudaram a queratinase produzida por Trichoderma atroviride
que mostrou pH 6timo de 8,0-9,0 e temperatura de 50 °C. Anbu et al. (2008)
caracterizaram a queratinase produzida por Trichopyton sp. HA-2 isolado de penas
soltas sobre 0 solo. O pH 6timo e temperatura para a atividade da queratinase foi de 7,8
e 40 °C, respectivamente. A enzima mostrou um aumento gradual na atividade com um
aumento de pH até o 6timo, seguido por uma queda gradual na atividade, com a
temperatura acima de 55 °C a atividade da enzima foi praticamente inativada. Anbu et
al. (2008) também observaram que a atividade da queratinase ficou estavel na faixa de
pH 7-10 por 1 hora a 37 °C, e em temperaturas 20-45 °C. Saber et al. (2010)
caracterizou a atividade queratinolitica de culturas de Alternaria tenuissima K2 e
Aspergillus nidulans K7. A atividade da queratinase foi 6tima em condicdes alcalinas
entre pH 8,0 e 9,0 para A. tenuissima K2 e entre pH 7,5 e 9,0 para A. nidulans K7, com
6timo em pH 8,5 para ambas as enzimas. Em uma ampla faixa de temperatura (de 25 °C
a 65 °C), a queratinase de A. nidulans K7 mostrou um méaximo de atividade a 40 °C e
atividades queratinoliticas maiores a temperaturas mais altas foi encontrada para
queratinase de A. tenuissima K2.

Os resultados citados sdo semelhantes as do presente trabalho onde o pH e
temperatura Otima para a atividade queratinolitica foram de 8,0 e 35 °C,
respectivamente, bem como a estabilidade da queratinase, que obteve uma ampla faixa
de pH (6,5 a 9,0) e temperatura (25 °C a 60 °C) em que a enzima foi estavel mantendo

mais de 50% da sua atividade queratinolitica inicial.

Efeitos de quimicos e ions metais na atividade queratinolitica

Os efeitos de quimicos e ions metéalicos em diferentes concentragcdes na
atividade da queratinase sdo apresentados nas Tabelas 2 e 3. A atividade queratinolitica
foi pouco inibida por PMSF e a enzima foi fortemente inibida por EDTA (Tabela 2),

indicando que pode ser uma queratinase pertencente ao grupo das metaloproteases. Cu®*
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(5mM), Mg** (ImM) e Zn** (5mm) foram os fons metais que mais inibiram a atividade

queratinolitica (Tabela 3).

Tabela 2 Efeito de inibidores na atividade da queratinase secretada por Aspergillus sulphureus.

Inhibidores Atividade relativa %
SDS 1% 33.33
SDS 0.5% 47.27
Triton X-100 1% 38.18
Triton X-100 0.5% 37.27
Isopropanol 1% 60.00
Isopropanol 0.5% 59.39
DMSO 1% 37.57
DMSO 0.5% 42.12
Pepstatin A 1mM 51.81
Ac. iodoacetic 0.1M 52.42
Ac. iodoacetic 1mM 51.51
PMSF 0.1M 70.69
PMSF 1mM 82.42
EDTA 0.1M 26.36
EDTA 1ImM 25.75

Tabela 3 Efeito de ions metal na atividade da queratinase secretada por Aspergillus sulphureus.

fons metal Atividade relativa %
Ca’* 1mM 76.96
Ca®* 5mM 73.03
Co** 1mM 73.93
Co* 5mM 79.39
Cu* 1mM 82.42
Cu* 5mM 63.63
Mn* 1mM 70.90
Mn*" 5mM 81.51
Mg* 1mM 60.90
Mg* 5mM 70.60
Zn*" 1mM 73.33

Zn* 5mM 63.33
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Mataloproteases queratinoliticas podem ser uma 6tima promessa biotecnologica,
podendo superar a proteolise limitada na superficie de particulas de queratina insollveis
por causa da interacdo enzima-substrato restrita, bem como a natureza metalo-enzima
que apresenta um método potencial de imobilizacdo de enzimas por causa de uma
autolise reduzida (Allpress et al., 2002; El-Gendy, 2010). Ca®*, Mg®*, Mn** podem estar
associados com a estabilizacdo da estrutura terciéria, conformacao de metaloproteases, e
proteger estas enzimas contra desnaturacdo térmica e autoproteolises (Secades e
Guijarro 2001; EI-Gendy 2010).

Cao et al. (2008) estudaram a queratinase produzida por Trichoderma atroviride.
O pH 6timo e temperatura foi de 8.0-9.0 e 50 °C, respectivamente. Entre 0s metais
usados, Ca”*, Ba®*, Mn?* e Zn®* aumentaram a atividade queratinolitica; Mg®* ndo teve
efeito; Hg®* e Cu®* exerceram efeito inibitério significativo. Inibicdo da atividade
queratinolitica por 49% e 43% foi observado apds incubacdo com 1mM de PMSF e
0,01M de SDS, respectivamente. Anbu et al. (2008) caracterizaram a queratinase
produzida por Trichopyton sp. HA-2 isolado de penas de frango soltas no solo. O pH
Otimo e temperatura para atividade da queratinase foi de 7.8 e 40 °C, respectivamente.
A enzima mostrou um aumento gradual de atividade com o aumento do pH 6timo,
seguido por uma queda gradual da atividade; com a temperatura acima de 55 °C a
atividade da enzima foi quase inativada. A atividade da queratinase foi estavel na faixa
de pH entre 7 e 10 por 1 hora a 37 °C, e a temperatura de 20 °C a 45 °C. O inibidor de
serina protease, PMSF, inibiu completamente a atividade da queratinase enquanto por
EDTA, seguido por p-CMB, inibiu parcialmente. Este resultado indicou que pode ser
um tipo de serina protease.

Neste trabalho observamos que o0s ions metais utilizados e o PMSF
influenciaram a atividade queratinolitica fracamente, e 0 EDTA inibiu 75% da atividade
da queratinase, indicando que pode ser uma queratinase do grupo das metaloproteases.
Esses resultados diferem dos encontrados nos trabalho citados, onde a atividade
queratinolitica foi aumentada na presenga da maioria dos ions metalicos utilizados pelos
autores, o EDTA inibiu parcialmente a atividade da enzima, e o PMSF inibiu

completamente a atividade da queratinase testada, mostrando ser uma serina protease.
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CONCLUSOES

O solo é rico em fungos queratinoliticos capazes de degradar residuos de penas de aves,
essa capacidade faz com que esses fungos sejam interessantes para uso na bioconvercéo
dos residuos em alimentos com alta quantidade de proteina para racdo animal e também
para a bioremediacdo de ambientes contaminados com residuos de queratina.
Preservacdo em 6leo mineral é suficiente para manter as caracteristicas de viabilidade e
taxonémica de culturas por longos periodos de tempo, como mostrado em nosso estudo,
além disso, caracteristicas metabodlicas desses fungos sdo mantidas,. Aspergillus
sulphureus URMS5029, Trichoderma aureoviride URMS5574, Aspergillus avenaceus
URMS5051 e A. sclerotiorum URMS5586 mostraram as maiores atividades
queratinoliticas, indicando as suas aptiddes para a producao queratinase. A queratinase
de Aspergillus sulphureus URM5029 apresentou maior atividade em pH 10,0 e 35 °C.
Além disso, ions metalicos especificos exerceu um pequeno efeito inibitério, e os
inibidores indicaram que a queratinase pode ser uma enzima do tipo metaloprotease. A
capacidade de queratinase de Aspergillus sulphureus URM5029 ser estavel ao longo do
uma larga faixa de pH e de temperatura sugere a viabilidade do uso desta estirpe em

processos biotecnolégicos comerciais.
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5. Caracterizacao e efeitos da composi¢do do meio e das condic¢des de cultivo na
producéo de queratinases por fungos em cultivo liquido submerso 2

RESUMO

As queratinases tém especificidade por um grande grupo de substratos protéicos
sollveis e insollveis. Essas enzimas tém maior capacidade de agir em substratos
compactos, como a queratina, quando comparada com outras enzimas proteoliticas,
Isso distingue as queratinases de outras proteases. Este trabalho teve por objetivo
caracterizar cepas de fungos quanto a capacidade queratinolitica, efeito de diferentes
substratos, da composicdo do meio e das condi¢cdes de cultivo na producdo de
queratinase em cultivo submerso e caracterizacdo da enzima. Para avaliar a
capacidade queratinolitica e o efeito de diferentes substratos na producdo da
queratinase foram utilizadas as seguintes cepas: Aspergillus sulphureus URM 5029, A.
avenaceus URM5051, A. sclerotiorum URM5586 e Trichoderma aureoviride URM5574. Com a
linhagem que apresentou a melhor producéo e o melhor substrato, foi realizado estudos
do efeito da composi¢cdo do meio, condigdes de cultivo na producdo da queratinase e
caracterizacdo da enzima. As espécies testadas se destacaram na colonizacdo dos
diferentes substratos queratinosos e o melhor substrato para a producgéo de queratinase
foi a pena de frango. A. sulphureus produziu queratinase nas seguintes condicbes
6timas de producdo: 2 g/50 mL de pena de frango, 0,1 g/50 mL de NaNos, 0,001 g/50
mL de CaCl,, pH 7,8, 35°C, 160 rpm e 10° esporos/mL em cultivo liquido submerso em
10 dias de incubacéo. A queratinase de A. sulphureus apresentou melhor atividade em
pH 10,0 e 35 °C e é pouco inibida na presenca de fons metais (Co®*, Mg*, Cu**, zZn**,
Mn?*, Ca?*) e PMSF e fortemente inibida por EDTA, sugerindo ser uma
metaloprotease. A capacidade da queratinase de A. sulphureus ser estavel em uma
ampla faixa de pH (6,5-9,0) e temperatura (25-60 °C) sugere 0 uso desta cepa em
processos biotecnoldgicos industriais.

INTRODUCAO

As queratinases tém especificidade por um grande grupo de substratos protéicos
sollveis e insollveis. Entre os substratos protéicos sollveis, as queratinases possuem a
habilidade de hidrolisar caseina, gelatina, soroalbumina bovina e hemoglobina. Em
relacdo aos substratos protéicos insolUveis, estas enzimas hidrolisam penas, 14, cabelo,
unha, chifre, seda, colageno, elastina, extrato corneo e azoqueratina (BRESSOLLIER et
al., 1999; FRIEDRICH; KERN, 2003). Essas enzimas tém maior capacidade de agir em
substratos compactos, como a queratina, quando comparada com outras enzimas

proteoliticas, isso distingue as queratinases de outras proteases (ONIFADE et al., 1998).

? Trabalho a ser submetido para publicagdo como Sousa-Lucena, MA; Souza. OC; Mergulhéo, V; Pessoa-
Jr. A; Porto, ALF e Souza-Motta, CM. Caracterizacdo e efeitos da composicdo do meio e das condi¢des
de cultivo na producéo de queratinases em cultivo liquido submerso. Mycophatologia.
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As queratinases pertencem ao grupo das enzimas proteoliticas capazes de degradar a
queratina com grande eficiéncia (ONIFADE et al., 1998).

As atividades para enzimas queratinoliticas 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 produzida por
Chrysosporium keratinophilum que hidrolisava somente queratina, e ndo mostrava
nenhuma atividade para a caseina e soroalbumina bovina. Isto indica que a enzima
isolada era especifica somente para substratos com queratina (ONIFADE et al., 1998).

Este trabalho teve por objetivo caracterizar quanto a capacidade queratinofilica e
queratinolitica, avaliar o efeito de diferentes substratos para producdo de queratinases
por Aspergillus sulphureus URM 5029, A. avenaceus URM5051, A. sclerotiorum
URMS5586 e Trichoderma aureoviride URM5574, e com a linhagem mais promissora
avaliar os efeitos da composi¢do do meio e das condi¢fes de cultivo na producdo de

queratinase em cultivo submerso.

MATERIAIS E METODOS

Amostras de fungos

As amostras de fungos utilizadas, Aspergillus sulphureus URM 5029, A.
avenaceus URMS5051, A. sclerotiorum URM5586 e Trichoderma aureoviride
URM5574, foram procedentes da Micoteca URM, do Departamento de Micologia,
Centro de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife,

Pernambuco, Brasil.

Avaliacéo da capacidade queratinofilica e queratinolitica

Para a avaliacdo da capacidade queratinofilica e queratinolitica das culturas de
fungos, foram preparadas suspensdes em 9 ml de Tween 1% (v/v) contendo 2x10°
esporos/ml. Desta suspensdo, foi distribuido 1,0 ml sobre fragmentos de crina, pena,
unha ou cabelo humano, previamente autoclavados a 120°C por 20 minutos, contidos
em placas de Petri. As placas foram mantidas a temperatura ambiente (T.A. 28+2°C) e 0

crescimento dos fungos acompanhado diariamente por até 40 dias (Cai et al., 2008).
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Potencial queratinolitico

O efeito de diferentes substratos na producdo de queratinase foi avaliado durante
crescimento dos fungos nos seguintes meios: I- meio de pena de frango; IlI- meio de
crina; 111- meio de unha; 1V- meio de cabelo humano; V- meio de leite desnatado e VI-
meio de peptona. O meio de cultivo foi preparado de acordo com Corréa et al., 2010
com algumas modificacgdes: substrato de queratina (1 g), CaCl, (0,001 g), NaNOs (0,1
g), em 50 ml de Tampéo fosfato pH 7,8. Fracdes de 50 mL da solugéo de sais minerais
foram colocadas em frascos Erlenmeyers de 250 ml, os quais foram autoclavados por 20
min a 120°C a 1 atm. O in6culo foi preparado atraves da suspensdo de esporos em 10
mL de solucdo salina com Tween 80 e 1 ml desta suspensdo, contento 10° esporos mL™,
foi inoculado a cada frasco. Os frascos foram agitados a 120 rpm a 30°C por 10 dias.

Determinacdo da atividade enzimatica

A atividade queratinolitica foi determinada de acordo com Anbu et al., 2007 em
que a pena (20 mg) foi adicionada a 3,8 mL de 100 mM Tampao Tris-HCI (pH 7,8) e
incubada com 0,2 mL do filtrado de cultura, por 2 horas a 37 °C. Apos a incubacao as
amostras foram refrigeradas a 4 °C por 10 min, e em seguida centrifugadas a 4 °C por 10
min a 10.000 g. A absor¢do do fluido sobrenadante foi determinada
espectrofotometricamente a 280 nm em comparagdo com o branco, que foi preparado
com pena e tampdo. O aumento de 0,100 em absorbancia indicou uma unidade de

atividade enzimatica (1 KU = 0,100 absorbancia).

Efeito de diferentes parametros na producéo da queratinase

O isolado que apresentou maior atividade queratinasica foi selecionado. Os
efeitos de pH inicial (5.7~9.0 com aumentos de 0,4 ou 0,5 unidades); concentragédo de
nitrato de sédio (0,1 g; 0,150; 1,2 e 0,3 g), concentracdo de CaCl, (0,001; 0,00125;
0,002; 0,00225 e 0,003 g), pena de frango (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 g), temperatura
(25~45 °C, com aumentos de 5 °C), concentra¢do do inoculo (2%~10% da densidade de
células 10" UFC/mI) e agitagdo (120; 160; 200; 220 e 250 rpm) foram avaliados para a
producdo de queratinases em cultivo liquido submerso. No meio de fermentagcdo, com
excecao da variavel estudada, todos os outros componentes do meio foram padronizados
nas seguintes condices: 0,5 g de pena de frango; 0,1 g de nitrato de sodio;
concentracdo do inoculo de 10° esporos/mL e 0,001 g de cloreto de célcio em Tampao
fosfato 0,2 M pH 7,8 a 30 °C e 120 rpm por 10 dias (Cai et al., 2008).
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Caracterizacdo da queratinase
Efeito e estabilidade ao pH e temperatura

Para estudar o pH 6timo para a atividade da queratinase, 0 extrato bruto foi
analisado na faixa de pH 4,0-11,0 usando os seguintes tampdes (100 mM): acetato (pH
4,0-6,0), fosfato (pH 6,0-7,5), Tris-HCI (pH 7,5-9,0) e carbonato (pH 9,0-11,0) e penas
de frango como substrato. Para determinar a estabilidade do pH, o extrato enzimatico
bruto foi pré-incubado nos tampdes a diferentes valores de pH (4,0-11,0) a 37 ° C por 2
h. Atividade residual foi entdo analisada. A temperatura 6tima para atividade da enzima
também foi estudada. O extrato bruto enzimatico foi testado em diferentes temperaturas
entre 25 °C e 80 °C. A termoestabilidade da queratinase foi avaliada pela incubacéo da
enzima em diferentes temperaturas (entre 25 e 80 °C) por 2 horas, ap6s a analise
enzimatica foi realizada. Atividade enzimatica residual foi expressa em porcentagem da
atividade no tempo zero (100%) (Corréa et al. 2010).

Efeito dos inibidores de protease e ions metais

EDTA, acido iodo acético, PMSF a concentracdes finais de 1mM e 0,1M e 1
mM Pepstatina A, e alguns fons metais (Co*, Mg*, Cu®*, zn*, Mn*, Ca®") a
concentraces finais de 1 mM e 5 mM, foram adicionados ao extrato bruto enzimatico e
pré-incubadas por 30 min a 37 °C, antes de analisar a atividade queratinolitica. A
atividade da enzima sem esses reagentes serviu como controle, e foi considerado como
100% de atividade (Corréa et al. 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacéo da capacidade queratinofilica e queratinolitica

Apols 40 dias de incubacdo das espécies Trichoderma aureoviride URM5574
(Fig. 1A), Aspergillus avenaceus URM5051 (Fig. 1B), A. sulphureus URM5029 (Fig.
1C) e A. sclerotiorum URMS5586 (Fig. 1D), foi observado que todas as espécies
apresentaram crescimento na superficie dos substratos, ndo sendo observada a formagéo
de orgdos de perfuracdo. Segundo Marchisio, 1986 e Ulfig et al., 1997 espécies de
fungos queratinofilicos que crescem sobre o0s substratos queratinosos, possuem a
capacidade de usar materiais naturalmente associados com a queratina, ou resultantes da
sua degradacdo, diferente dos fungos queratinoliticos que sdo capazes de decompor a

queratina presente no ambiente, através da formacdo de Orgdos de perfuracao.
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Entretanto, Sabino et al., 2008 relatam que pode ocorrer a erosdo superficial, onde os
fungos destroem gradualmente os cabelos de fora (da cuticula) para dentro (da medula).
Neste tipo de eroséo, dois tipos diferentes de eroséo superficial podem ocorrer: a erosao
superficial uniforme e erosdo superficial localizada, diferentes da penetracdo radial,
nesta as espécies de fungos produzem hifas especializadas, os 6rgao de perfuracédo, que
penetram em angulos retos na superficie do cabelo. Estas hifas atravessam todos os

componentes de cabelo, da cuticula a medula.

Figura 1: Colonizacdo de diferentes substratos apds 10 dias: A- Pena (Trichoderma
aureoviride URMS5574); B- Crina de cavalo (Aspergillus avenaceus URM5051); C-
Cabelo humano (A. sulphureus URM5029) e D- Unha (A. sclerotiorum URM5586).

Potencial queratinolitico

Todas as espécies testadas produziram a queratinase quando incubadas em meio
liguido com diferentes substratos de queratina como pena, crina de cavalo, unha, cabelo
humano, leite e peptona. A pena foi o substrato ideal para a producdo da queratinase,
para as culturas de Aspergillus sulphureus URM 5029 (8,05 U/ml), Trichoderma
aureoviride URM5574 (7,55 U/ml), Aspergillus avenaceus URM5051 (7,15 U/ml) e A.
sclerotiorum URMb5586 (6,60 U/ml) (Fig. 2). Esses resultados mostram que as
queratinases dessas culturas de fungos sdo produzidas tanto na presenca de substratos
queratinosos insollveis (pena, crina de cavalo, cabelo humano e unha) como sollveis
(leite e peptona), destacando-se 0 uso das penas (compostas de 90% ou mais de f-

queratina) como substrato indutor para a maior producao da queratinase.
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Figura 2: Efeitos de diferentes substratos na producdo de queratinase por Aspergillus
sulphureus URMS5029, Trichoderma aureoviride URMS5574, Aspergillus avenaceus
URMS5051 e A. sclerotiorum URM5586.

Estrato corneo, a-queratinas epidérmicas, que possuem um baixo nivel de pontes
dissulfeto em comparagdo com o cabelo e a-queratinas de 14, sdo em geral, mais
suscetiveis a hidrdlise por queratinases (Brandelli e Riffel 2005; Xie et al. 2010). Outra
tendéncia observada é a maior hidrolise de B-queratinas de penas quando comparado a
a-queratinas do cabelo e I1& (Brandelli e Riffel 2005; Pillai e Archana 2008; Cao et al
2009.; Moreira-Gasparin et al. 2009).

Neste contexto Brandelli e Riffel (2005), estudou uma queratinase de
Chryseobacterium sp. kr6 para hidrolisar substratos queratinosos na seguinte ordem:
estrato corneo da pele humana > pele suina > penas de galinha > unhas de galinha> 13 ~
queratina do cabelo. Kojima et al. (2006) estudaram a queratinase de B. pseudofirmus
FA30-01 para degradar pena, 1a e pélos, altas atividades foram encontradas com penas e
pouca atividade para 13 e pélos, semelhante ao que foi observado para as queratinases de
B. subtilis P13 (Pillai e Archana 2008) e B. subtilis RM-01 (Rai et al. 2009). Ao
contrario, queratinases de Doratomyces microsporus e Paecilomyces marquandii
hidrolisaram a-queratinas das unhas, pele ¢ cabelo, mas ndo - queratinas de penas de
galinha (Friedrich; Kern, 2003; Gradisar et al, 2005).

Os resultados dos trabalhos citados corroboram com os obtidos neste trabalho,
mostrando que a maioria das espécies estudadas produzem queratinases tanto na
presenca de substratos queratinosos, no entanto, destaca-se o0 uso das penas de frango

como substrato indutor para a producao de queratinases.
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Efeitos da concentracdo de substrato, NaNO3 e CaCl, na producéo de queratinases

Apos a avaliacdo do potencial queratinolitico das culturas utilizando diferentes
substratos em meio liquido, foi selecionada Aspergillus sulphureus URM5029 que
apresentou maior atividade queratinolitica, , para o estudo de diferentes parametros para
a producdo de queratinase. Os efeitos da composi¢cdo do meio (concentragdo de nitrato
de sodio, cloreto de calcio e do substrato), e os efeitos das condigdes de cultivo (indculo
fangico, pH inicial, temperatura e agitacdo) foram analisados para a producdo de
queratinase em cultivo liquido submerso, para todos foi utilizado como substrato a pena
de frango.

O aumento da concentragdo de pena de frango gerou um aumento da atividade
queratinolitica obtendo atividade méaxima com 2,0 g do substrato, apresentando 6,40
U/mL de atividade queratinolitica (Tabela 1). Com o aumento desta concentracdo para
2,5 g de pena de frango ocorreu um leve decréscimo da atividade para 6,00 U/mL de
atividade, o que indica que a partir deste ponto 0 aumento da concentragéo de substrato
no meio de fermentacdo aumenta o nivel de saturacdo e assim diminui a producdo da

queratinase por Aspergillus sulphureus URM5029.

Tabela 1. Efeito da concentracdo de penas na produgéo de queratinases.

Concentracgdo de Penas  Atividade queratinolitica

(9/50 mL) (U/mL)
0,5 3,45
1,0 4,30
1,5 4,60
2,0 6,40
2,5 6,00

A melhor concentracdo de nitrato de sodio, usado como fonte de nitrogénio no
meio de cultura, para a producgéo de queratinase foi 0,1 g com 4,8 U/mL, se mantendo
estavel com 0,125 g com 4,65 U/mL de atividade queratinolitica (Tabela 2). O aumento
da concentracdo causou um decréscimo da atividade queratinolitica ficando com apenas
1,85 U/mL de atividade com 0,3 g de nitrato de sodio.
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Tabela 2. Efeito da concentracdo de NaNo3 na producédo de queratinases.

Concentracdo de NaNo;  Atividade queratinolitica

(9/50 mL) (U/mL)
0,1 4,80
0,125 4,65
0.2 3,90
0,225 3,40
0,3 1,85

As diferentes concentrages de cloreto de célcio, usado como fonte de fons Ca®,
ndo causaram diferencas na producdo de queratinases por Aspergillus sulphureus
URM5029, observando-se apenas uma pequena diminuicdo da atividade queratinolitica
de 4,05 para 3,75 U/mL da menor para maior concentracao utilizada, 0,001 e 0,3 g,
respectivamente (Tabela 3). Isto indica que este ion ndo possui influéncia na producgéo

de queratinases pelo microrganismo testado.

Tabela 3. Efeito da concentracdo de CaCl, na producédo de queratinases.

Concentragdo de CaCl, Atividade queratinolitica

(9/50 mL) (U/mL)
0,001 4,05
0,00125 4,00
0,002 3,90
0,00225 3,80
0,003 3,75

Em relacdo aos efeitos da composicdo do meio de cultura, Anbu et al. (2007)
estudaram os fatores que influenciam a producdo da queratinase por Scopulariopsis
brevicaulis. A producdo da enzima foi melhorada quando o meio de cultura foi
suplementado com glicose (1%), nitrato de sédio (2%), pena (1,5%) e Cl,Ca (1mM).
Sales et al. (2008) estudaram a producdo de queratinase por Aspergillus carbonarius
URM1546, obtendo o maximo de atividade queratinolitica (48,9 U/mL) com 0,5% (p/v)
de penas de frango. Gioppo et al. (2009) estudaram Myrothecium verrucaria um fungo
filamentoso ndo dermatéfito capaz de crescer e produzir queratinase em meio liquido
submerso (93,0 + 19 U/mL) e meio em estado semi-solido (98,8 + 7,9 U/mIL),
utilizando pd de penas de aves de capoeira (PFP) como unico substrato. Os autores

obtiveram 0s mais altos niveis de atividade de queratinase pela suplementacdo das
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culturas com niveis PFP e com bagaco de mandioca, 168,0 + 28 U/mL e 189,0 + 26
U/mL em culturas submersas e em estado semi-solido, respectivamente. Esses
resultados corroboram com os obtidos neste trabalho em relacdo a concentracdo do
substrato e da fonte de fons Ca®*, sendo possivel observar que com o aumento da
quantidade de penas e a diminuicdo da quantidade de CaCl, uma maior producdo de

queratinases por Aspergillus sulphureus URM5029 é obtida.

Efeitos das condic¢des de cultura na producdo de queratinases

O pH inicial 6timo para producdo de queratinases foi de 7,8 com 7,05 U/mL de
atividade e o pH do meio teve um aumento para 8,4 durante o cultivo (Tabela 4). Esse
aumento se deve a producdo de amoénia e compostos alcalinos. Foi possivel observar
que em pHs mais baixos a atividade queratinolitica € mais baixa em comparacdo as

encontradas com valores mais altos de pH.

Tabela 4. Efeito do pH na producéo de queratinases.

Atividade queratinolitica

pH (U/mL)
5,7 2,05
6,3 2,15
6,9 4,40
7,3 5,15
7,8 7,05

O in6culo é um fator muito importante afetando o crescimento e a formagéo do
produto. A concentragdo de inoculo de 1x10° esporos/mL foi a melhor para producdo de
queratinases com 5,40 U/mL (Tabela 5). A producgéo de queratinase decresceu com o

aumento da concentracdo do inéculo.
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Tabela 5. Efeito do indculo na producao de queratinases.

In6culo Atividade queratinolitica
(esporos/mL) (U/mL)
1x10° 5,40
2x10° 4,70
4,5x10° 4,45
1x10’ 4,05
1,5x10’ 3,80

A agitacdo 6tima para producdo da queratinases foi 160 rpm com 5,15 U/mL de
atividade enzimaética (Tabela 6). A producdo de queratinase decresceu com 0 aumento

da agitacdo até 250 rpm, onde a atividade queratinolitica foi de 2,40 U/mL.

Tabela 6. Efeito da agitacdo na producéo de queratinases.

Agitacéo Atividade queratinolitica
(RPM) (U/mL)
120 4,65
160 5,15
200 4,30
220 2,80
250 2,40

Com o aumento da temperatura de incubagdo foi observado um aumento na
producdo de queratinases por Aspergillus sulphureus URM5029, que obteve uma

producdo étima a 35 °C com 7,40 U/mL de atividade queratinolitica (Tabela 7).

Tabela 7. Efeito da temperatura na producdo de queratinases.

Temperatura Atividade
(°C) gueratinolitica
(U/mL)
25 3,80
30 6,05
35 7,40

Em relacdo aos efeitos das condi¢bGes de cultura os autores citados no item
anterior obtiveram os seguintes resultados: Anbu et al. (2007) alcangaram 0 maximo de

producdo de queratinases por Scopulariopsis brevicaulis a pH 7,5, temperatura de 30 °C
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e crescimento em um periodo de 5 semanas. Cai et al. (2008) estudaram um novo
isolado de residuos de pena identificado como Bacillus subtillis. As condi¢fes 6timas
para a producdo da queratinase foram pH 6timo 7,5, tamanho de indculo de 2% (v/v),
idade do inoculo de 16 h e cultivo a 23 °C. Sales et al. (2008) obtiveram 0 maximo de
atividade queratinolitica (48,9 U/mL) por Aspergillus carbonarius URM1546 com 120
rpm e sete dias de cultivo. Esses resultados também corroboraram com os obtidos neste
trabalho em relacdo ao pH, temperatura e concentracdo do indculo, sendo possivel
observar que 0 aumento do pH e da temperatura e uma menor quantidade do inoculo
utilizado obtemos uma maior producdo de queratinases por Aspergillus sulphureus

URMS5029.

Caracterizacdo do extrato bruto

Efeito e estabilidade ao pH e temperatura

Para a caracterizagdo enzimatica da queratinase foi usado extrato enzimatico
bruto obtido a partir de Aspergillus sulphureus URM5029 que mostrou a maior
atividade queratinolitica.

A maior atividade queratinolitica foi obtida em pH 10,0 (10,95 U/ml) e pH 10,7
(10,55 U/ml). Estabilidade da queratinase de Aspergillus sulphureus URM5029 foi
observada na faixa de pH 6,5-9,0 com valores de atividade acima de 50%, a estabilidade
méaxima foi encontada em pH 8,0 com 94% de atividade residual. Estes resultados

mostram que a queratinase € estavel em uma ampla faixa de pH (Fig. 3).
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Figura 3: Efeito e estabilidade ao pH (2 horas de incubacdo) sobre a atividade da

queratinase de Aspergillus sulphureus URM5029.
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O efeito da temperatura sobre a atividade da queratinase demostrou que a
atividade maxima foi obtida a 35 °C (12,3 U / ml). A enzima mostrou-se estavel em
temperaturas de 25 °C a 60 °C, com valores de atividade acima de 50%, a enzima foi
mais estavel a 35 °C com 68% de atividade residual. Estes resultados mostram que a

queratinase € estavel em uma ampla faixa de temperatura (Fig. 4).
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Figure 4: Efeito e estabilidade a temperatura (2 horas de incubacéo) sobre a atividade
da queratinase de Aspergillus sulphureus URM5029.

Queratinases de muitas bactérias, actinomicetos e fungos tem pH étimo de
neutro a alcalino (pH 7,5-11,0) (Riffel et al., 2003; Farag e Hanssan, 2004; Thys et al.,
2004; Anbu et al., 2005). Outras enzimas queratinoliticas também demonstraram serem
ativas em pH alcalino, como as secretadas por Streptomyces sp. (Lentourne et al., 1982)
e Strepmomyces albidoflavus (Bressolier et al., 1999). Entretanto, novas queratinases
possuem alcanofilia extrema com 6timo de pH>12 (Gupta e Rammani, 2006). No
entanto, a temperatura 6tima da queratinase é entre 30 °C e 80 °C (Gupta e Rammani,
2006), mas, a enzima de Chrysosporium keratinophilum (Dozie et al., 1994) e
Fervidobacterium islandicum (Nam et al., 2002) mostraram excepcional temperatura
Otima a 90 °C e 100 °C, respectivamente.

Cao et al. (2008) estudaram a queratinase produzida por Trichoderma atroviride
gue mostrou pH o6timo de 8,0-9,0 e temperatura de 50 °C. Anbu et al. (2008)
caracterizaram a queratinase produzida por Trichopyton sp. HA-2 isolado de penas
soltas sobre 0 solo. O pH 6timo e temperatura para a atividade da queratinase foi de 7,8
e 40 °C, respectivamente. A enzima mostrou um aumento gradual na atividade com um

aumento de pH até o 6timo, seguido por uma queda gradual na atividade, com a
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temperatura acima de 55 °C a atividade da enzima foi praticamente inativada. Anbu et
al. (2008) também observaram que a atividade da queratinase ficou estavel na faixa de
pH 7-10 por 1 hora a 37 °C, e em temperaturas 20-45 °C. Saber et al. (2010)
caracterizou a atividade queratinolitica de culturas de Alternaria tenuissima K2 e
Aspergillus nidulans K7. A atividade da queratinase foi 6tima em condicdes alcalinas
entre pH 8,0 e 9,0 para A. tenuissima K2 e entre pH 7,5 e 9,0 para A. nidulans K7, com
6timo em pH 8,5 para ambas as enzimas. Em uma ampla faixa de temperatura (de 25 °C
a 65 °C), a queratinase de A. nidulans K7 mostrou um maximo de atividade a 40 °C e
atividades queratinoliticas maiores a temperaturas mais altas foi encontrada para
queratinase de A. tenuissima K2.

Os resultados citados sdo semelhantes as do presente trabalho onde o pH e
temperatura 6tima para a atividade queratinolitica foram de 8,0 e 35 °C,
respectivamente, bem como a estabilidade da queratinase, que obteve uma ampla faixa
de pH (6,5 a 9,0) e temperatura (25 °C a 60 °C) em que a enzima foi estavel mantendo
mais de 50% da sua atividade queratinolitica inicial.

Efeito dos inibidores de protease e ions metais

Os efeitos de inibidores de protease e ions metalicos em diferentes
concentracdes na atividade da queratinase sdo apresentados nas Tabelas 8 e 9. A
atividade queratinolitica foi pouco inibida por PMSF e a enzima foi fortemente inibida
por EDTA (Tabela 8), indicando que pode ser uma queratinase pertencente ao grupo das
metaloproteases. Cu?* (5mM), Mg®* (ImM) e Zn** (5mm) foram os fons metais que

mais inibiram a atividade queratinolitica (Tabela 9).
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Table 8: Efeito dos inibidores na atividade queratinolitica de A. sulphureus
URM5029.

Inibidores Atividade

relativa %
Pepstatin A 1mM 51,81
Acid iodoacetic 0.1M 52,42
Acid iodoacetic 1mM 51,51
PMSF 0.1M 70,69
PMSF 1mM 82,42
EDTA 0.1M 26,36
EDTA 1mM 25,75

Table 9: Efeito de inos metélicos na atividade da queratinase secretada por A.
sulphureus URM5029.

lons metais Atividade Relativa %
Ca®* 1mM 76,96
Ca”* 5mM 73,03
Co* 1mM 73,93
Co* 5mM 79,39
Cu* 1ImM 82,42
Cu* 5mM 63,63
Mn* 1mM 70,90
Mn* 5mM 81,51
Mg* 1mM 60,90
Mg 5mM 70,60
Zn** 1mMm 73,33
Zn** 5mMm 63,33

Mataloproteases queratinoliticas podem ser uma 6tima promessa biotecnoldgica,
podendo superar a proteolise limitada na superficie de particulas de queratina insollveis
por causa da interacdo enzima-substrato restrita, bem como a natureza metalo-enzima
que apresenta um método potencial de imobilizacdo de enzimas por causa de uma
autolise reduzida (Allpress et al., 2002; EI-Gendy, 2010). Ca**, Mg®*, Mn?** podem estar
associados com a estabilizacdo da estrutura terciaria, conformacao de metaloproteases, e

proteger estas enzimas contra desnaturacdo térmica e autoproteolises (EI-Gendy 2010).
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Cao et al. (2008) estudaram a queratinase produzida por Trichoderma atroviride.
O pH 6timo e temperatura foi de 8.0-9.0 e 50 °C, respectivamente. Entre 0s metais
usados, Ca”*, Ba®*, Mn?* e Zn®* aumentaram a atividade queratinolitica; Mg®* ndo teve
efeito; Hg®* e Cu®* exerceram efeito inibitério significativo. Inibicdo da atividade
queratinolitica por 49% e 43% foi observado apds incubacdo com 1mM de PMSF e
0,01M de SDS, respectivamente. Anbu et al. (2008) caracterizaram a queratinase
produzida por Trichopyton sp. HA-2 isolado de penas de frango soltas no solo. O pH
Otimo e temperatura para atividade da queratinase foi de 7.8 e 40 °C, respectivamente.
A enzima mostrou um aumento gradual de atividade com o aumento do pH 6timo,
seguido por uma queda gradual da atividade; com a temperatura acima de 55 °C a
atividade da enzima foi quase inativada. A atividade da queratinase foi estavel na faixa
de pH entre 7 e 10 por 1 hora a 37 °C, e a temperatura de 20 °C a 45 °C. O inibidor de
serina protease, PMSF, inibiu completamente a atividade da queratinase enquanto por
EDTA, seguido por p-CMB, inibiu parcialmente. Este resultado indicou que pode ser
um tipo de serina protease.

Neste trabalho observamos que o0s ions metais utilizados e o PMSF
influenciaram a atividade queratinolitica fracamente, e 0 EDTA inibiu 75% da atividade
da queratinase, indicando que pode ser uma queratinase do grupo das metaloproteases.
Esses resultados diferem dos encontrados nos trabalho citados, onde a atividade
queratinolitica foi aumentada na presenca da maioria dos ions metalicos utilizados pelos
autores, o EDTA inibiu parcialmente a atividade da enzima, e o0 PMSF inibiu

completamente a atividade da queratinase testada, mostrando ser uma serina protease.
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CONCLUSOES

As espéecies testadas se destacaram na colonizacdo dos diferentes substratos
queratinosos e também mostraram potencial queratinolitico na producdo de queratinase
utilizando diferentes substratos de queratina soltveis e insollveis, destacando-se 0 uso
de penas como principal substrato indutor para a produgdo de queratinase por
Aspergillus sulphureus URM 5029, Trichoderma aureoviride URM5574, Aspergillus
avenaceus URM5051 e A. sclerotiorum URMb5586. Aspergillus sulphureus esta sendo
indicado como uma nova espécie capaz de produzir queratinase nas seguintes condi¢oes
6timas de producdo: 2 g/50 mL de pena de frango, 0,1 g/50 mL de NaNos, 0,001 g/50
mL de CaCl,, pH 7,8, 35°C, 160 rpm e 10° esporos/mL em cultivo liquido submerso em
10 dias de incubacdo. A queratinase de Aspergillus sulphureus URM5029 apresentou
melhor atividade em pH 10,0 e 35 °C e € pouco inibida na presenca de ions metais e
PMSF e fortemente inibida por EDTA, sugerindo ser um tipo de metaloprotease. A
capacidade de queratinase de Aspergillus sulphureus URM5029 ser estavel em uma
ampla faixa de pH e temperatura sugere 0 uso desta cepa em processos biotecnoldgicos

industriais.
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7. Purificacdo e condicGes 6timas para producdo de queratinase por Aspergillus
sulphureus URM5029 usando pena de frango como substrato

RESUMO

Os componentes do meio e a otimizagdo dos parametros ambientais e de fermentacéo,
minimizam a quantidade de componentes ndo utilizados na fermentacdo. Para o
desenvolvimento de um processo enzimatico eficiente deve-se estabelecer uma
estratégia de purificacdo. O sistema aquoso bifasico (SAB) pode ser uma alternativa
adequada destinada ao primeiro passo de purificacdo, visto que remove varios
contaminantes em um processo simples e econémico. O objetivo do presente estudo foi
purificar e determinar as melhores condi¢Bes para producdo maxima da queratinase
usando um planejamento fatorial completo 2*. Para a extracdo da enzima, 0s sistemas
serdo preparados inicialmente com PEG de diferentes massas molares e sal citrato de
sodio. O fungo Aspergillus sulphureus URM5029 foi testado como produtor de
queratinase, em cultura submersa com o uso de diferentes concentracGes de penas de
frango como substrato em diferentes pH, temperatura e agitacdo. Os resultados do
planejamento fatorial completo 2* demonstraram que as melhores condicdes de
producdo foram: pH 8,0, 36 °C, 120 rpm, 2,5% (p/v) de penas de frango em 10 dias de
producdo com a maxima producdo de queratinase de 10,06 U/ ml. As melhores
condicdes para purificacdo da queratinase de Aspergillus sulphureus URM5029 foi:
massa molecular do PEG, 8000; concentracdo do PEG, 20% e concentracdo de citrato
15%, apresentando aumento de pureza e recuperacdo queratinolitica de 25,04 e
184,9%, respectivamente.

Palavras chave: Otimizagdo, sistema de duas fases aquosas, Aspergillus sp.,
queratinase.

INTRODUCAO

Proteases formam uma importante classe de enzimas comercialmente
importantes e suas aplicacoes nas industrias de detergentes, couro, alimentos e
farmacéutica constituem aproximadamente 40% do total de enzimas do mercado (Pillai
et al., 2011). Residuos de origem animal como unhas, cabelos, penas, cascos e outros
materiais queratinosos dificil de degradar e matadouros de gados e aves, compreendem
principalmente queratinas, que podem ser eficientemente manejadas e convertidas em
produtos por uma classe especial de proteases, as queratinases (Onifade, 1998).

Enzimas queratinoliticas sdo geralmente produzidas em fermentacdo submersas

por varios fungos e bacterias (3;4;20). Essa producdo € grandemente influenciada pela

% Trabalho a ser submetido para publicacdo como Sousa-Lucena, MA; Poto, T; Mary, C; Pessoa-Jr. A; Porto, ALF e
Souza-Motta, CM. Purificagdo e condigdes Otimas para producdo de queratinase por Aspergillus sulphureus
URM5029 usando pena de frango como substrato. World Journal of Microbiology & Biotechnology.
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composicao do meio, especialmente fontes de carbono e nitrogénio, e por outros fatores
como a densidade do inoculo, oxigénio dissolvido e tempo de incubacdo, cada
organismo ou estrato possui suas condigcdes especiais para a maxima producdo da
enzima (Puri et al., 2002; Bernal et al., 2006; Anbu et al., 2007).

Na pratica comercial, os esforcos de pesquisa tém sido direcionados
principalmente para a manutencdo de um equilibrio entre os componentes do meio e
otimizar os parametros ambientais e de fermentagdo, minimizando assim a quantidade
de componentes ndo utilizados na fermentacdo (Adinarayana et al., 2002; Bernal et al.,
2006). Os métodos convencionais de otimizacdo freqientemente ndo consideram a
interacdo de varios parametros, em comparacdo com um design fatorial (Box et al.,
1978; Bernal et al., 2006). Otimizacdo é um dos critérios mais importantes quando se
trata de desenvolver qualquer processo microbiano novo. Andlise fatorial e de superficie
de resposta sdo ferramentas importantes para determinar as condi¢bes do processo ideal,
principalmente por sua capacidade de considerar o efeito de possiveis interacdes entre
os fatores estudados (Kalil et al., 2000; Anbu et al., 2007).

Para o desenvolvimento de um processo enzimatico eficiente deve-se estabelecer
uma estratégia de purificacdo. De um modo geral, a purificacdo de queratinases toma
como base as técnicas utilizadas nas proteases alcalinas (Gupta et al., 2002), porém, o
alto custo representado por estas técnicas se torna uma barreira para obtencdo destes
bioprodutos. Assim, o sistema aquoso bifasico (SAB) pode ser uma alternativa
adequada destinada ao primeiro passo de purificacdo, visto que remove Varios
contaminantes em um processo simples e econdémico (Mayerhoff et al., 2004). O SAB
explora a capacidade exibida por solucGes de dois polimeros ou de um polimero e um
sal de se separarem em duas fases aquosas sempre que certas concentra¢cbes minimas
sejam excedidas (Minami, 1997).

O objetivo do presente estudo foi purificar e determinar as melhores condicdes
para producdo méaxima da queratinase no mais adequado pH, temperature, agitacao e
concentracéo do substrato (penas de frango) usando um planejamento fatorial completo
2%,
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MATERIAL E METODOS
Micro-organismo

A amostra de fungo utilizada, Aspergillus sulphureus URM 5029 foi procedente
da Micoteca URM, do Departamento de Micologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas,

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife, Pernambuco, Brasil.

Producéo de queratinase

Para o processo de escolha das melhores condi¢cfes de producdo de queratinase
foram estudados parametros como: temperatura, pH, agitacdo e concentracdo do
substrato utilizando um planejamento fatorial completo (2%) (Tabela 1) com 5, 7, 9 e 10
dias de producéo (Anbu et al., 2005; 2007). Foram realizados 16 ensaios para o estudo
da producdo de queratinase e 4 pontos centrais, 0s quais possibilitaram a analise do erro
experimental. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Statistica 8
(Statsoft inc, 2008).

Tabela 1 - Niveis das variaveis do planejamento fatorial completo (2*) para a producio

de queratinase com 5, 7, 9 e 10 dias de producao.

Niveis
Fatores Inferior (-1) Central (0) Superior (+1)
Temperatura (°C) 28 32 36
Agitacdo (RPM) 120 160 200
Penas de frango (g) 15 2,0 2,5
pH 7,0 7,5 8,0

Design Box, Hunter & Hunter

Neste estudo, o0 Box, Hunter & Hunter delineamento experimental foi usado para
investigar o significado de varidveis para producdo da queratinase. Para obter um valor
de erro experimental, quatro repeticbes do ponto central foi realizada. O software
StatSoft (StatSoft STATISTICA 7) foi usado para gerar o Box, Hunter & Hunter

delineamento experimental e analise dos dados.

Determinacéo da atividade enzimatica
A atividade queratinolitica foi determinada de acordo com Anbu et al., 2007 em
que a pena (20 mg) foi adicionada a 3,8 mL de 100 mM Tampao Tris-HCI (pH 7,8) e
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incubada com 0,2 mL do filtrado de cultura, por 2 horas a 37 °C. Apds a incubacgéo as
amostras foram refrigeradas a 4 °C por 10 min, e em seguida centrifugadas a 4 °C por 10
min a 10.000 g. A absorcdo do fluido sobrenadante a 280 nm foi determinada
espectrofotometricamente em comparagdo com o branco, que foi preparado com pena e
tampdo. O aumento de 0,100 em absorbancia indicou uma unidade de atividade
enzimética (1 KU = 0,100 absorbancia).

Purificacdo da enzima
Estudos de particédo da queratinase em sistema bifasico aquoso PEG/Citrato

Os parametros de extracdo estudados foram: massa molar e concentragdo do
PEG e concentragdo do citrato de sddio na extracdo da queratinase do meio de
fermentacdo. Para a extracdo da enzima, os sistemas foram preparados com PEG de
diferentes massas molares (400, 3350 e 8000 g/mol) e sal citrato de sddio segundo
Oliveira et al. (2001) e Sarubbo (2000).

Planejamento fatorial para otimizacdo da extracdo da queratinase

Para analise estatistica dos resultados foram utilizadas trés variaveis respostas:
coeficiente de particdo, aumento de pureza e rendimento. A melhor condicgéo final de
extracdo foi definida como aquela que proporcionou a melhor combinagdo entre as
respostas. ApoOs a realizacdo dos experimentos foi feita a analise estatistica dos

resultados, com o auxilio do software Statistica 8.0.

Tabela 2 - Niveis dos fatores utilizados na extracdo da queratinase por SDFA
(PEG/Citrato).

Niveis
Fatores Superior (+1) Central (0) Inferior (-1)
Massa molar do PEG (g/mol) 8000 3350 400
Concentracdo do PEG % (p/p) 24 22 20
Concentracao de citrato % (p/p) 20 17,5 15

Fator de purificacéo, recuperacao queratinolitica e coeficiente de particdo
O aumento de pureza (AP) € a razdo da atividade especifica na fase considerada
(Aef) pela atividade especifica do extrato bruto (Aeeb) e foi calculado conforme a

Equacéo 1.
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Aef
AP =
Aeeb

O percentual de recuperacdo queratinolitica (RQ) foi determinado conforme a

1)

Equacéo 2.

AV
RQ(%) = f—vfloo ©

b"Yeb

onde Af é a atividade de queratinase na fase considerada (U/ml), Aeb é a atividade
enzimatica no extrato bruto (U/ml), Vf é o volume da fase considerada (ml) e Veb é o
volume inicial de extrato adicionado (ml).

O coeficiente de particdo (K) do sistema foi determinada pela Equacao 3.

A
K = ft @)

Aff

onde Aft e Aff é a atividade da fase de topo e fase de fundo apds o processo de

purificacdo, respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSAO
Producéo de queratinase

Com a quantificacdo da atividade queratinolitica dos filtrados de cultura foram
realizadas analises estatisticas, em que os efeitos das varidveis sobre a variavel resposta
(atividade queratinolitica) foram analisados. A principal vantagem da analise estatistica
é mostrar a visualizacdo de multiplas interacOes entre variaveis experimentais,
fornecendo maior confirmacgdo nos niveis de expressdo da proteina fornecida em areas
nédo diretamente abrangidas pelo experimento (Swalley et al. 2006).

Aspergillus sulphureus URM5029 foi selecionado dentre outros fungos
produtores de queratinase para o estudo das melhores condi¢des de producdo da enzima,
inicialmente este fungo apresentou 7,35 U/ml de atividade em 10 dias de fermentacao.
Apbs a realizacdo dos ensaios do planejamento fatorial completo 2* atividades mais
altas foram encontradas com 9 dias (9,2 U/ml) e 10 dias (10,6 U/ml) de fermentacéo,
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mostrando um aumento de 1,25 e 1,44 vezes da producdo de queratinase,

respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3 Matriz de planejamento estatistico dos niveis de variaveis experimentais, para
producdo de queratinase apds fermentacdo em 5, 7, 9 e 10 dias por Aspergillus
sulphureus URMb5029, utilizando penas de frango como substrato.

120

Ensaios Conc. Sht. pH VA T AQ AQ AQ AQ

(%) (rpm) (°C) | (U/mL)5 | (U/mL)7 | (U/mL)9 | (U/mL)

dias dias dias 10 dias

1 15 7,0 120 28 1,0 2,55 3,4 4,1
2 2,5 7,0 120 28 0,95 2,75 3,35 4,25
3 15 8,0 120 28 1,05 2,9 3,7 3,75
5 2,5 8,0 120 28 0,85 2,45 3,85 4,45
5 15 7,0 200 28 1,1 2,95 3.1 3,95
6 2,5 7,0 200 28 1,0 2,35 3,35 3,4
7 15 8,0 200 28 1,25 2,7 3,05 4,0
8 2,5 8,0 200 28 1,45 31 3,45 4,25
9 15 7,0 120 36 1,4 3,7 5,75 53
10 2,5 7,0 120 36 1,9 3,85 5,9 6,45
11 15 8,0 120 36 1,4 4,0 6,3 6,75
12 2,5 8,0 120 36 1,75 4,3 9,2 10,6
13 15 7,0 200 36 1,3 2,6 4.4 5,15
14 2,5 7,0 200 36 1,15 2,6 4,25 52
15 15 8,0 200 36 1,15 2,5 4.8 51
16 2,5 8,0 200 36 1,25 2,55 4.8 5,55
17 (C) 2,0 75 160 32 1,75 4,25 5,9 6,25
18 (C) 2,0 75 160 32 1,7 4,15 5,75 6,1
19 (C) 2,0 75 160 32 2,2 4,2 5,75 6,25
20 (C) 2,0 75 160 32 2,0 4.0 5,8 6,2

T = Temperatura; A = Agita¢do; Subst. = Substrato; AQ = Atividade Queratinolitica; (C) = Controle.

A analise do grafico de Pareto (Figura 1) mostra a significancia das quatro
variaveis testadas no planejamento, bem como as interagdes entre elas, onde podemos
observar que todas as variaveis e suas interagdes contribuiram significativamente para a
producdo da queratinase porque os valores estimados de efeitos estdo acima do nivel de
significancia p = 0,05. Os efeitos significativos das interagcdes entre as variaveis testadas
mostram que elas ndo agiram sozinhas na atividade queratinolitica, os seus efeitos
depende de outras variaveis (Figura I).

O gréafico mostra que os parametros que mais influenciaram a producédo de
queratinase por Aspergillus sulphureus URM5029 foram a temperatura e agitacéo,
indicado um efeito positivo da temperatura e negativo da agitacdo, ou seja, quanto
maior a temperatura e menor velocidade de agitacdo maior sera a producdo de

queratinase por este fungo. Além disso, também foi possivel observar que o pH e a
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consentracdo de substrato possuem efeito positivo, 0 aumento dos niveis dessas
variaveis, provavelmente, levaria a um aumento da producdo de queratinase por
Aspergillus sulphureus URM5029.

(4)Temperatura E 63,46:
(3)Agitacio : [-31,9966
34 ! |-25,2791
@)pH ' 235113
2*3*4 : |-22,4506
(1)Substrato : |21,38998
13 . |-19,9758
2*4 : |18,208
1*4 : |17,50089
1%2 . i15,73313
2*3 | [-15,026
1*3*4 ; I—ll,844
1%2*3 j|-7,24784
1%2%4 :Des,lsnzm

p=,05

Figura | Gréfico de Pareto sobre os efeitos das diferentes varidveis, com 10 dias de
fermentacdo, testadas no experimento para a producdo de queratinase por Aspergillus
sulphureus. O ponto em que os efeitos sdo estatisticamente significativos (p = 0,05) é

indicado pela linha vertical tracejada.

De acordo com os resuldados obtidos, onde todas as varidveis testadas
influenciaram na producdo da queratinase, um outro planejamento poderia ser realizado
a fim de otimizar a producdo. No entanto, tanto Aspergillus sulphureus quanto outras
especies de fungos em pH e temperatura superiores aos valores 6timos de producgéo
obtidos 8,0 e 36 °C, respectivamente, apresentam uma diminui¢do da producdo da
queratinase. Valores maiores de agitacdo ndo sdo recomendados para células fangicas,
estas em altas rotagdes sofrem lise celular, o que torna os fungos inativos Liang et al.
(2011).

Quanto a concentracdo de substrato, foi testado, com as melhores condic¢des de
temperatura, pH e agitagéo encontardos, valores maiores (entre 2,59 e 7,9 de penas de
frango) e foi observado que valores superiores a 2,5g ndo aumentam a producdo da
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queratinase por Aspergillus sulphureus URM5029 em 10 dias de fermentacéo,
permanecendo estavel (dados ndo mostrados).

Desta forma as melhores condicGes obtidas para a produgdo méxima da
queratinase por Aspergillus sulphureus URM5029 foram: pH 8,0, 36 °C, 120 rpm, 2,5%
(p/v) de penas de frango.

Uma variedade de queratinases de origem microbiana com diferentes
propriedades e caracteristicas tem sido descrito e caracterizado (Gupta e Rammani,
2006). Queratinases de Aspergillus fumigatus (Santos et al., 1996), Streptomyces
albidoflavus (Bressollier et al., 1999), Microsporum canis (Brouta et al., 2001), espécies
de Chrysosporium (Al-Sane et al., 2002), Trichophyton mentagrohytes (Ghahfarokhi e
al., 2003), Doratomyces microsporus (Vignardet et al., 1999; Gradisar et al., 2000;
Vignardet et al., 2001), Kocuria rosea (Bernal et al., 2006) , Sccopulariopsis brevicaulis
(Anbu et al., 2007) entre outros, tem sido estudado.

Neste Contexto, Vignardet et al. (2001) estudaram a influéncia da temperatura,
pH, concentracdo da queratinase, concentracdo de substrato e tempo de incubacéo para a
liberacdo de proteinas sollveis pela queratinase produzida por Doratomyces
microsporus em um “design” experimental de segunda ordem. Os resultados 6timos da
queratinase para liberar proteinas soltveis foram: pH 8,2; concentragdo de queratinase,
0,14% (peso da queratinase liofilizado/volume final); concentragdo do substrato, 5%
(peso da unha pd/volume final) para unhas e 38,8 °C; pH 9,0; concentracdo do
substrato, 5% (peso do casco p6/volume final) e 5 h e 55 min. de incubacao para cascos.
Anbu et al. (2007) analisaram os fatores que influenciam a producéo de queratinase por
Scopulariopsis brevicaulis, isolado de granja. A produgdo méaxima de enzima foi obtida
em pH 7,5, temperatura 30 °C e crescimento em um periodo de cinco semanas. A
producdo da enzima foi reforcada quando o meio de cultura foi suplementado com
glicose (1% p/v), nitrato de sédio (2% p/v), pena (1,5% p/v) e CaCl, (ImM), com
producdo maxima de queratinase de 6,2 KU/ml. EI-Gendy (2010) selecionou o fungo
endofitico queratinolitico Penicillium spp. Morsyl para estudos do processo de
otimizagdo da producdo de queratinase. A producdo foi otimizada nas seguintes
condigdes palha de arroz como fonte de carbono, pH do meio 6, crescimento a
temperatura de 26 ° C, umidade inicial de 80% (v/p), inéculo de 10° esporos/mL e uma
granulometria média do substrato de 0,6 mm (3.560 U/g, substrato seco inicial apds 5
dias de fermentacdo). Liang et al. (2011) investigaram os efeitos da composi¢do do

meio e condi¢Oes de cultura sobre a producdo de queratinase por Myceliophthora
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thermophila. Entre as composi¢bes de meio testadas, o amido solavel, uréia, tiossulfato
de sddio e CaCl, foram as mais eficientes fontes de carbono, nitrogénio, enxofre e ion
mineral, respectivamente A uréia e o valor de pH foram os fatores significativos
(p<0,05) para a producdo queratinase nas condi¢fes experimentais usando o design
fatorial Plackett-Burman. Houve um aumento de 6,4 vezes (5100 U/I) na atividade
queratinol6tica que o valor inicial (800 U/I).

Neste estudo, os fatores pH e temperatura tabém foram importantes na producédo
da queratinase por Aspergillus sulphureus URM5029, além de mostrar a eficiéncia do
uso de penas de frango como Unica fonte de carbono e nitrogénio para a producdo de

queratinsase.

Purificacdo da queratinase

Os melhores resultados de purificacdo da queratinase ap6s andlise estatistica dos
efeitos da concentracdo de PEG, massa do PEG e concentragéo do citrato foram obtidos
na fase topo, ou seja, fase onde se encontra o polietileno glicol (PEG), o ensaio 2
apresentou as melhores condicdes para purificacdo da queratinase, o qual apresentou
aumento de pureza e recuperacdo queratinolitica de 25,04 e 184,9%, respectivamente.

As respostas obtidas estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 Matriz do planejamento fatorial completo 23, coeficiente de partigdo (K),
recuperac¢do queratinolitica (RQ) e aumento de pureza (AP) na fase de topo.

Ensaios MPEG | CPEG | Ccit K | RQ (%) AP
(%) (%)

1 400 20 15,0 0,00 0,00 0,00

2 8000 20 15,0 5,18 184,90 25,04
3 400 24 15,0 2,19 182,26 13,37
4 8000 24 15,0 13,65 154,52 20,48
5 400 20 20,0 2,84 125,70 10,36
6 8000 20 20,0 3,34 145,94 18,35
7 400 24 20,0 3,82 149,43 12,03
8 8000 24 20,0 3,15 120,84 11,19
9(C) 3350 22 17,5 2,46 141,13 24,16
10 (C) 3350 22 17,5 2,70 137,97 23,88
11 (C) 3350 22 17,5 2,55 148,67 24,11
12 (C) 3350 22 17,5 2,75 127,45 23,62

MPEG = Massa do PEG; CPEG = Concentragdo do PEG; Ccit = Concentragdo citrato; K = Coeficiente de particéo;

RQ = Recuperagio queratinolitica; AP = Aumento de pureza; (C) = Controle.
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O aumento de pureza (AP), recuperacao queratinolitica (RQ) e o coeficiente de
particdo (K), apresentados na Tabela 4, foram utilizados para realizar a analise dos
efeitos da concentracdo dos componentes do sistema aquoso bifasico. Quanto ao
aumento de pureza (AP), conforme apresentado na Figura la, verifica-se que todas as
varidveis estudadas influenciaram significativamente. Havendo um incremento no
aumento de pureza ao aumentarmos as concentracfes das variaveis MPEG e CPEG,
enquanto que a varidvel Ccit mostra um maior aumento de pureza em concentracdes
mais baixas do citrato. Na Figura 1b, que apresenta os efeitos das varidveis na
recuperacdo queratinolitica (RQ) pode-se observar que MPEG e CPEG apresentaram
efeito positivo, ao aumentarmos a massa molecular e concentragdo do PEG h& uma
maior recuperagdo da queratinase. O efeito da concentragdo de citrato, embora ndo
significativo estatisticamente, mostrou efeito positivo. Nos dois casos, aumento de
pureza (AP) e recuperacdo queratinolitica (RQ), todas as interacdes entre as variaveis
testadas tiveram efeito estatisticamente significativo ao nivel de 95% de confianga.

Em relagdo ao coeficiente de particdo (K) (Figura 1c) é possivel verificar que as
variaveis testadas e suas interacdes tiveram efeito estatisticamente significativo sobre o
coeficiente de particdo da enzima. A massa molecular e concentracdo do PEG tiveram
efeito significativo positivo, e a concentragdo de Ccit teve efeito negativo, desta forma
com o aumento da mossa molecular e concentracdo do PEG e a diminuicdo da
concentracdo de citrato ha uma maior migracdo da enzima para a fase superior ou fase
PEG do sistema.
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Aumento de Pureza

Recuperacéo Queratinolitica Coeficiente de Particao

1by3

(1)MPEG

(2)CPEG

2by3

-9,95573

1by2

Figura 2 Grafico de Pareto sobre os efeitos das diferentes variaveis no (a) aumento de
pureza; (b) recuperacdo queratinolitica e (c) coeficiente de particdo. O ponto em que 0s
efeitos sdo estatisticamente significativos (p = 0,05) é indicado pela linha vertical

tracejada.

Valores de recuperacdo queratinolitica superiores a 100%, obtidos em todos 0s
ensaios, tém sido frequentemente reportados para enzimas extraidas em sistema aquoso
bifasico (Mayerhoff et al., 2004; Cavalcanti et al., 2006; Sala et al., 2011). Pancera et al.
(2002) reportam que o PEG pode influenciar na atividade enzimética, causando
alteracdes no sitio ativo da enzima, aumentando ou diminuindo, sua atividade relativa.
Mayerhoff et al. (2004) atribuem este comportamento a funcdo de eliminacdo de
inibidores, onde a eliminacdo destes na fase de PEG durante a extragdo, bem como a
composic¢do do sistema, favorecem a atividade enzimaética.

Podemos observar que dentre os ensaios estudados, 0 2 e 0s pontos centrais ou
controles 9, 10, 11 e 12 apresentaram 0s maiores indices de pureza e recuperagdo da
queratinase, por isso foi realizado quatro repeti¢cbes do ensaio 2 para confirmagdo das
melhores condic¢Bes de purificacdo da queratinase, 0s quais encontramos valores de
aumento de pureza (AP) e recuperacdo queratinolitica (RQ) variando entre 25 — 30 e
184 — 196%, respectivamente, confirmando que as melhores condicGes para purificacdo
da queratinase de Aspergillus sulphureus URM5029 foram: massa molecular do PEG,

8000; concentracdo do PEG, 20% e concentracdo de citrato 15%.
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CONCLUSOES

Aspergillus sulphureus URM5029, mostrou-se eficiente no uso de penas de frango
como substrato nas seguintes condi¢des: pH 8,0, 36 °C, 120 rpm, 2,5% (p/v) de penas
de frango em 10 dias para a producdo de queratinase extracelular. Este fungo apresentou
inicialmente 7,35 U/ml de atividade em 10 dias de fermentacdo, ap0s a realizacdo dos
ensaios do planejamento fatorial completo 2* atividades mais altas foram encontradas
com 9 dias (9,2 U/ml) e 10 dias (10,6 U/ml) de fermentacdo, mostrando um aumento de
1,25 e 1,44 vezes da producdo de queratinase, respectivamente. As melhores condicGes
para purificacdo da queratinase sdo: massa molecular do PEG, 8000; concentragdo do
PEG, 20% e concentracdo de citrato 15%, apresentando aumento de pureza e

recuperacdo queratinolitica de 25,04 e 184,9%, respectivamente.
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7. CONSIDERACOES GERAIS

O solo é rico em fungos queratinoliticos capazes de degradar residuos de penas
de aves, essa capacidade faz com que esses fungos sejam interessantes para uso na
bioconvercdo dos residuos em alimentos com alta quantidade de proteina para racao
animal e também para a bioremediacdo de ambientes contaminados com residuos de
queratina. Preservacdo em 0Oleo mineral é suficiente para manter as caracteristicas de
viabilidade e taxondmica de culturas por longos periodos de tempo, como mostrado em
nosso estudo, além disso, caracteristicas metabdlicas desses fungos sdo mantidas.
Aspergillus sulphureus URMS5029, Trichoderma aureoviride URM5574, Aspergillus
avenaceus URMb5051 e A. sclerotiorum URM5586 mostraram as maiores atividades
queratinoliticas, indicando as suas aptidBes para a producédo de queratinase.

As espécies Aspergillus sulphureus, Trichoderma aureoviride, Aspergillus
avenaceus e A. sclerotiorum se destacaram na colonizagdo dos diferentes substratos
queratinosos e também mostraram potencial queratinolitico na producdo de queratinase
utilizando diferentes substratos de queratina sollveis e insolUveis, destacando-se 0 uso
de penas de frango como principal substrato indutor para a producdo de queratinase.
Aspergillus sulphureus esta sendo indicado como uma nova espécie capaz de produzir
queratinase nas seguintes condicGes: 2 g/50 mL de pena de frango, 0,1 g/50 mL de
NaNos, 0,001 g/50 mL de CaCls,, pH 7,8, 35°C, 160 rpm e 10° esporos/mL em cultivo
liquido submerso em 10 dias de incubacdo. A queratinase de Aspergillus sulphureus
URMb5029 apresentou melhor atividade em pH 10,0 e 35 °C e é pouco inibida na
presenca de ions metais e PMSF e fortemente inibida por EDTA, sugerindo ser um tipo
de metaloprotease. A capacidade de queratinase de Aspergillus sulphureus URM5029
ser estdvel em uma ampla faixa de pH e temperatura sugere o uso desta cepa em
processos biotecnoldgicos industriais.

Para otimizar a producdo da queratinase por Aspergillus sulphureus URM5029
foi realizado um planejamento fatorial completo 2*, as condicdes 6timas para producéo
da queratinase séo: pH 8,0, 36 °C, 120 rpm, 2,5% de penas de frango em 10 dias de
incubacdo. Este fungo apresentou inicialmente 7,35 U/ml de atividade, obtendo um
aumento de 1,44 vezes (10,6 U/ml) nas condicoes citadas acima. As melhores condicgdes
para purificacdo da queratinase sdo: PEG 8000; 20% PEG e 15% citrato, apresentando
aumento de pureza e recuperacao queratinolitica de 25,04 e 184,9%, respectivamente.
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