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RESUMO

Micro-organismos queratinoliticos sdo encontradusdéerersos ambientes, ja havendo
sido descritos diversos fungos e bactérias. Endreerimas microbianas que vem
ganhando destaque estdo as queratinases, respsnedaalegradacdo da queratina. O
objetivo desse trabalho foi isolar e identificar crotorganismos produtores de
queratinases a partir de penas em decomposicaoemneotes de pinguins
(Pygoscelis antarctica Pygoscelis papuaja llha Rei George, Antartica. O cultivo dos
micro-organismos foi realizado em placas de agamtfa de pena (AFP) a temperatura
ambiente (£ 25 e 8 °C) e posteriormente, foram aemadas na geladeira (8 °C). Os
micro-organismos selecionados foram identificadgsagir de analises moleculares,
através da obtencdo da sequéncia do gene 16S dA. rBata avaliacdo inicial do
potencial proteolitico, os isolados foram inocukdao meio Agar leite (AL) e
incubados por 7 dias nas temperaturas de 8 °@nparsemana, a 25 °C e 37 °C, por até
48 horas, sob os pH’s 5,0, 7,0, 9,0 e 11,0. Aquedgmzes de formar halos em AL
formam selecionados para os testes enzimaticos sobstrato de caldo farinha de pena
(CFP). Para a determinacdo da atividade querdto®olfoi utilizado o substrato
azoqueratina. O isolado identificado através de @8 comd.ysobactersp. foi capaz

de crescer no meio AFP como unica fonte de carb®natrogénio e apresentou
também a formacao de halos em AL e, produzindoajnases quando inoculado no
meio CFP e incubado 8 °C e 20 °C, pH 7,0. Estenéos primeiros trabalhos a
confirmar a existéncia de bactérias produtorasrde@ses queratinoliticas no Ambiente

Antartico, as quais mostram-se ativas nas faixdsrdperaturas abaixo de 25 °C.

Palavras-chave:Queratina. Degradacao. Enzima. Bactéria



ABSTRACT

Keratinolitic micro-organisms are found in diversavironments, having already been
described between fungi and bacteria. Among theahial enzymes that have been
gaining prominence are the keratinases, responfaibtee keratin degradation. The aim
of this study is to isolate and to identify micrayanisms producing keratinases from
decomposing feathers of penguifs/goscelis antarcticand Pygoscelis papyafrom
King George Island, Antarctica. The cultivationroicro-organisms was performed on
Agar feather meal plates at room temperature (#@%nd 8 °C) and, afterwards, they
were stored in the refrigerator (8 °C). The selg@at@cro-organisms were identified
through molecular analysis, by obtaining the seqaef the gene 16S from rDNA. For
an initial assessment of the proteolytic potentiad isolates were inoculated on milk-
agar (MA) and incubated for 7days at 8 °C for orezky at 25 °C and 37 °C for up to
48 hours, on pH's 5,0,7,0, 9,0 and 11,0. Thosetabierm halos on MA were selected
for enzyme tests on feather mdaioth substrate. For keratinolitic determination
azokeratin substrate was used. The isolate idedtifirough gene 16S hgsobacteisp.
was capable of growing on agar feather meal asdlgecarbon and nitrogen source, and
it showed the formation of halos on MA, and produ&eratinase when inoculated on
feather meabroth substrate and incubated at 8 °C and 20 °C7.pHThis is one of the
first studies to confirm the existence of keratitiwlprotease producing bacteria in the

Antarctic environment, which are active in temperas below 25 °C.

Key words: Keratin. Degradation. EnzymBacteria
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1. JUSTIFICATIVA

Nas ultimas décadas, tem crescido o interesse poegm de enzimas produzidas por
micro-organismos como uma alternativa para o psaseento de residuos como o farelo de
trigo, casca de arroz e penas, gerados anualmetlaerulistria na ordem de milhares de
toneladas. A industria avicola produz uma grandentigade de penas com potencial para
causar impacto ambiental, pois se acumulam conmduespds o processamento das aves
para consumo humano (Onifade et H998). No entanto, as penas possuem cerca ded87%

proteina (Bureau et al., 1999) em forma de quexdRiffel et al.,2003).

Entre as enzimas microbianas que vém ganhandoqdestastdo as queratinases,
responsaveis pela degradacdo da queratina, umgir@dhsolivel que confere rigidez as
penas das aves. Essas enzimas podem aumentarstibdigade de penas e da farinha de
pena utilizada como insumo em racdes animais. Mioganismos queratinoliticos,
produtores de queratinases sao encontrados ensabvambientes, ja havendo sido descritos,
entre fungos e bactérias, varias linhagens conprtgiriedade. Estes organismos, em sua

maioria, requerem temperaturas elevadas para agioanzimatica.

Véarios projetos com micro-organismos vém sendo rdedeidos no Programa
Antartico Brasileiro- PROANTAR, entre eles: estuda® relacdo a sensibilidade destes
micro-organismos a radiagdo ultravioleta (Piquetlet2010), bactérias degradadoras de
poluentes quimicos como organoclorados (PCBs) md¢adbonetos, e outras que indicam a
poluicdo de origem fecal (Ministério do Meio Ambien2007). Alguns desses organismos e
/ou suas enzimas séo aplicados nas industriasappraducéo de racdes, processamento de

couro (Onifade et al., 1998).

Assim, o estudo de enzimas e micro-organismos dambente extremo pode ampliar
0 conhecimento acerca das adaptacdes bioquimicasapatividade a baixa temperatura,

sendo de relevancia tanto para o meio académicacbera de interesse para as industrias.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. ANTARTICA

As regibes mais frias da Terra sdo o Artico e afitta. O continente Antartico possui
uma area de cerca de 14 milhdes de quildmetrogapgesl sendo maior do que a Australia
ou o sub-continente da Europa. O continente é tmleen cerca de 95 %, por uma grossa
camada de gelo, que varia entre 2.200 m a 4.800= nesgessura, e se caracteriza por
apresentar baixas temperaturas (média de — 3ApE€sar destas caracterisiticas possui uma
diversidade de organismos e nichos ambientais,uimid diferentes tipos de solo,
sedimentos, rochas, neve, bem como gelo (Rus86is)2

As ilhas Shetland do Sul sdo um grupo de ilhas Wio&és a cerca de 120 Km da
peninsula. A llha Rei George € a maior e mais setentrionat &hetland do 3u
Aproximadamente 93 % de seus 240%&#o cobertos por gelo (Mollet al., 2005). O caréate
insular e a posicado geografica lhe conferem umeclknaritimo, imido e frio (Mcknigh&
Hess, 2000fFigura. 1. B).

As condi¢Bes mais amenas das ilhas oceéanicas t® deiPeninsula, entre as quais se
insere a llha Rei George, em relacdo aos climagragmente frios e secos do Continente
Antartico, propiciam ecossistemas mais diversificad dinamicos (Inoue, 1991; Francelino,
2004).

Na llha Rei George, localiza-se a Estacdo Antamcasileira "Comandante Ferraz"
(Figura 1. A e C). Nessa regiao, o Programa Awm@rBrasileiro realiza pesquisas desde
1983, o que proporcionou ao Pais a possibilidademiar-se membro pleno do Tratado da
Antartica, que relune um grupo seleto de paisesomedpeis pelo futuro do chamado
“Continente Branco”. O Programa Antartico Brasiieio PROANTAR ¢é resultado da soma
de esforcos de diversos 6rgdos do governo fedeuwahjdos pela Comissao Interministerial
para os Recursos do Mar (CIRM). Fazem parte dass@mnios Ministérios da Defesa, das
Relacbes Exteriores, do Meio Ambiente, da Ciéncieeenologia, das Minas e Energia, da

Educacéao, entre outros (Ministério do Meio Ambie2@07).
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Figura 1: Localizacao esquemética da llha Rei Gedgua-se nas coordenadas 62°05’0"S 58°23'28"WdAuipélago das Shetlands do Sul (B), Ilha RerGe (C)
aonde se localiza a Estacdo Antértica Brasilei@m&dante Ferraz" (Ministério da Educacao, 2007).
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2.2. MUDANCAS AMBIENTAIS NA ANTARTICA

Nos ultimos 50 anos, 0s registros meteorolégicdgaram um avango na temperatura
atmosférica quatro vezes maior do que a média raljrsdgindo que a Antartica é uma regiao
sensivel a essas mudancas globais. Associado awstnto de temperatura, a ilha perdeu
7 % da cobertura de gelo, sendo que foram as nsgi@relas ja observadas no planeta com a
destruicdo de aproximadamente 7.000°KBestacando-se que nos Ultimos oito anos, 350
Km foram somente da llha de Rei George. Estas whg@es apontam que, consequentemente
com a perda da cobertura do gelo, ocorreu perdaghmnismos nunca antes estudados. Isto
aponta a sensibilidade ambiental da regido, comszigdo-se que esta € uma area especial
onde € possivel detectar com antecedéncia resghstanbiente as mudancas globais (IAPA,
2008).
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2.3.MICRO-ORGANISMOS NA ANTARTICA

Segundo o trabalho de Don A. Cowan et al. (200g)m@ro-organismos da Antartica

sdo encontrados em diferentes habitats, entre eles:
- Vales secos

Os vales secos sao os desertos mais frios, apgagdentondicdes ambientais adversas:
baixa temperatura, baixa umidade, alto teor devesitos e baixo teor de matéria organica
que impdem grandes limitacdes na sobrevivéncig@sctnento microbiano. A sobrevivéncia
de micro-organismos em solos minerais dependem alo estado de nutricdo, sua
compatibilidade com o soluto, a sua habilidade pawdar o seu metabolismo para capturar
crioprotetores. Além disso, esses micro-organiss@s submetidos ao estresse osmotico

devido a altas concentracfes de sais, célcio, rsagradoreto de sédio, sulfato e nitrato;
- Solos minerais

A maioria dos micro-organismos isolados de solosenais sdo psicrotroficos, sendo
mais abundantes na camadapa@emafrost onde as temperaturas sdo mais baixas. Entre eles
destacam-se as levedur&yptococcus consortioni€. lupi, C. socialis C. vishniaciie
Leucosporidium E os fungos: Monodictys austrina, Chrysosporium verrucosum
Acrodontium antarcticugn Chalara antarctica Phialophora dancoii e Thelebolus

MICrosporus;

- Solos ornitogénicos:

Os solos ornitogénicos séo solos modificados pedagnca de aves, sendo ambientes
anicos em habitats microbianos, pois possuem ebsvadveis de nutrientes, nitrogénio,
fésforo e carbono. O exame microscépico de sologagénicos tem mostrado até 50 % da
microbiota como Gram-negativos e cocos, emboraagema porcado baixa dos tipos de
células seja cultivavel. Varias novas espécieséeigpPsychrobacteforam isoladas. Até o
momento nenhuma andlise filogenética da distritmumérobiana em solos ornitogénicos foi

relatada.

Outra pesquisa realizada pelo Instituto de Ciérisiamédicas da Universidade de Sao
Paulo investiga os micro-organismos pertencentesdaminios Bacteria e Archaea na Baia

do Almirantado. Algumas destas bactérias estudaéasindicadores microbiolégicos de
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poluicdo como, por exemplo, bactérias que indicapolaicdo de origem fecal e bactérias
degradadoras de poluentes quimicos: hidrocarbonetasganoclorados (PCBs). Micro-
organismos pertencentes ao dominio Archaea, podéme\dver a condicdes extremas de
temperatura, salinidade e pH, sdo predominanteanmuente antartico, mas ainda foram
pouco estudadas pela dificuldade de cultivo. Ogltedos desta pesquisa demonstram que 0s
micro-organismos pertencentes aos dominios BaateAiechaegoermitem avaliar o que foi
alterado e qual € a capacidade de recuperacao atebsente (Ministério do Meio Ambiente,
2007).

Pesquisas com bactérias da Antartica representaan aportunidade para descobrir
espécies novas, que podem ser Uteis em inUme s daeciéncia, tais como: na producao de
antibiéticos a compostos eficientes no tratamento&hcer. Outro ponto importante € que tal
estudo também ajuda a entender os processos emddy ambiente antartico que, na grande
maioria das vezes, € dominado por micro-organiss®Eslo que estdo presentes no mar, na
terra e na neve. Ha ambientes, como o interioratireente antartico, onde os Unicos seres

vivos capazes de sobreviver sao fungos e bact{éimsrino, 2011).

2.4.GENERO Lysobacter

O génerd.ysobacterfoi primeiramente descrito por Christensen & Cob878), como
micro-organismos com um alto conteddo de G + C.eRetnente trés novas espécies do
género foram descritdsysobacter koreensif.ee et al., 2006)l.ysobacter daejeonenses

Lysobacter yangpyeongengi&eon et al., 2006), isoladas de amostras de solo

O géneroLysobacter pertence a familia Xanthomonadaceae dentro da gdena
proteobactérias. No momento o génkysobacteré composto por 13 espécies com nomes
validamente publicados:Lysobacter enzymogenefChristensen & Cook, 1978)L.
antibioticus (Christensen & Cook, 1978). brunenscegChristensen & Cook, 1978).
concretionis (Bae et al., 2005)L. daejeonensigfWeon et al., 2006),L. gummosus
(Christensen & Cook, 1978)l.. Koreensis (Lee et al., 2006)l.. yangpyeongeni@Veon et
al., 2006) L. defluvii(Yassin et al., 2007)L. niabensi§fWeon et al., 2007)L. niastensis
(Weon et al., 2007)L. spongiicoldfRomanenko et al., 2008 L. capsici(Park et al., 2008)
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Conforme Hayward et al. (2010), representantes do géhgsmbacter podem ser
isoladas de solos, agua doce, habitats enriqpecioin quitina, cogumelos e células. Porém,
muito pouco se sabe sobre a ecologia desse gémesolos, algumas evidéncias sugerem que
a incidéncia da mesma ¢ influenciada pelo tipodle, £obertura vegetal e fatores sazonais
(Yin et al., 2008).

Segundo Christensen (2002), a distribuicdo desgeesentant@ maior do que até
entdo se conhece, incluindo a ocorréncia em angdseaktremos, sendo encontrada em

sedimentos do mar profundo na Antartica (Aislabial.e 2009).

2.5.MICRO-ORGANISMOS QUERATINOLITICOS

Micro-organismos queratinoliticos tém sido muittudados devido a aplicacdo de suas
enzimas no potencial industrial para o processameot couro, producdo de racbes e
tratamento e aproveitamento de residuos da industvicola (Onifade et al., 1998).
Apresentando um amplo espectro nas relacdes imlsstpresentando valores potencias na
bioconversdo de residuos queratinosos, nas inasistde detergente, fertilizantes,
biopolimeros, farmacéutica e na industria de raed@sais, bem como no processo de couro
e na hidrdlise de prions (Gupta & Ramnani, 200&nBelli, 2008).

A pesquisa de Gioppo, em 2009, relata a identidficag a caracterizacdo de fungos
filamentosos capazes de degradar queratina. SéestdAspergillus fumigatuys A. clavatus
A. flavus, A. parasiticus, A. carbonarius, A. oryza tamarie, A. ochraceusOs resultados
apontam para o géneAspergilluscomo um importante degradador de queratina, squdo
neste trabalho ocorreu a primeira descricddAdelavatuscomo organismo degradador de

queratina.

O potencial biotecnolégico dos micro-organismosresnbfilos tem merecido uma
atencdo cada vez maior, pois estes sdo considesaliogdes viaveis para os problemas
ecologicos e/ou econbmicos e biotecnologicos derslds processos industriais, ndo soO
devido aos seus metabolismos muito extremos, maglaleds proprias enzimas que
produzem, as quais possuem muitas vezes propriedadeenorme potencial biotecnoldgico
(Félix, 2008).
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Allpress et al. (2002), relatam qugsobacteNCIMB 9497 apresentou alta atividade
queratinolitica e que a sua concentracdo de gnasatiextracelular produzida foi maxima

apos 29 dias de cultivo em meio liquido como tempgaeratina.

2.6. QUERATINAS E QUERATINASES

Queratinas sdo polipeptideos formados por unidddesninoacidos, com massa molar
média da ordem de 10.000 g/mol, apresentando iesitkicisteina na proporcdo de 7 a 20 %
do numero total de aminoacidos (Onifade, 1998; Yarha 1996). A queratina € uma
proteina insolavel, requerendo a secrecdo de esziexdracelulares para que a sua
biodegradagéo ocorra. Esta proteina € o principaponente das epidermes, penas, unhas,
pélos, cascos e escamas. As queratinas foram naaiprocessos adaptativos aos ambientes

naturais, atuando como barreira mecanica, estiiguéamica (Busson et al., 1999).

A queratina néo é degradada por enzimas protesitiomuns, como tripsina e pepsina,
por conter uma grande quantidade de pontes dissudede hidrogénio, e interacdes
hidrofobicas (Riffel et a] 2007). Esta proteina € degradada por enzimasciéeps,
denominadas queratinases, que sdo capazes dedaided ligacdes peptidicas da queratina e
sdo produzidas por diversos micro-organismos etamsgéSaid & Pietro, 2004). A maioria
das queratinases sao classificadas como serireapest, em funcéo do substrato e inibidores,
sendo que alguns micro-organismos apresentam adiwicespecifica para aminoacidos

hidrofébicos ou aromaticos (Brandelli, 2008).

A evolugéo no estudo das enzimas (por volta de )19fbmpanhado por avangos
tecnologicos, possibilitou o isolamento e a idécdifao de propriedades das enzimas. Desde
entdo, vem sendo feita a caracterizacdo e o edaglenzimas de diferentes fontes: animais,

vegetais e de micro-organismos (Kieling, 2002).

Devido ao interesse da aplicacdo industrial destagnas o foco mais recente € o de
clonar e expressar estas enzimas em linhagensriaaate industriais de alta producdo. O
problema da expressdo de enzimas heterdlogas meg@s € 0 baixo rendimento observado
se comparado a linhagens selvagem, sendo assaxiadacteristicas tanto do organismo

hospedeiro, quanto as caracteristicas da enzintthéR&a Gunasekaran, 2007), transformando
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iIsso em um grande desafio para que as pesquisaadgncontrem enzimas gue possam ser

altamente expressas em linhagens industriais.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral isoliaro-organismos de fragmentos de
penas em decomposicdo de pinguins da llha de Reig&d€Antéartica) e identifica-los como

organismos degradadores de queratina.

3.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolar micro-organismos de penas em decomposidgidPygoscelis antarctica

(Pinguim antértico) @ygoscelis papuéPinglim papua) da llha de Rei George, Antértica,;
- Identifica-los através do gene rDNA 16S;

- Verificar a atividade proteolitica dos micro-ongamos obtidos com diferentes

substratos;



4. CAPITULO 1

ATIVIDADE ENZIMATICA DE Lysobacteisp ISOLADA DE PENAS DE
PINGUINS DA ILHA DE REI GEORGE, ANTARTICA
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Resumo

Os micro-organismos desempenham um papel fundahmenfancionamento e na estrutura
dos ecossistemas, sendo poucos conhecidos, ondesativespécies realizam alteracdes
bioquimicas reciclando elementos e nutrientes na,agquivalente ao descrito para solo. Os
micro-organismos podem ser encontrados em toddagases, ja tendo sido descritos em
comunidades bacterianas que vivem nas profundezaseahno junto a fontes termais, o que
ocorre em profundidades de mais de 3600 metros si@mada de gelo do lago Volstok, na
Antértica. Entre as enzimas microbianas que venmagaio destaque estdo as queratinases,
responsaveis pela degradacdo da queratina, umgir@dhsolivel que confere rigidez as
penas das aves. O objetivo desse trabalho forisatéentificar micro-organismos produtores
de queratinases a partir de penas em decomposig&enpgentes de pinguins da llha Rei
George, Antartica. As amostras de penas em decigAposias espécies de pinguim
Pygoscelis antarcticee Pygoscelis papudoram coletadas aleatoriamente com auxilio de
pincas estéreis, acondicionadas em tubos estéraiandidas sob refrigeracdo (4 °C). O
cultivo dos micro-organismos foi realizado em ptacke agar farinha de pena (AFP) a
temperatura ambiente  (x 25 °C) e posteriormimgen armazenadas na geladeira (8 °C).
Os micro-organismos selecionados foram identifisadopartir de analises moleculares,
através da obtencdo da sequéncia do gene 16S db eisca por sequéncias homdlogas
com o auxilio da ferramenta BLAST @enBank A atividade enzimatica foi conduzida por

incubacdo durante sete dias a temperatura de &eé@déira) e 20 °C. Sendo coletadas
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amostras do cultivo de 12 em 12 horas. O sobretadan utilizado com o substrato de
azoqueratina e a amostra foi lida em espectrofdtonm® comprimento de onda de 450 nm.
Para a avaliacao do potencial proteolitico, asalijeims isoladas em AFP foram inoculadas em
placas com o meio agar leite (AL) e com difereptds ajustados (5, 7, 9 e 11), e incubadas a
temperaturas de 8 °C, por uma semana, a 25°€,3jor até 48 h. O isolado identificado
através do gene 16S corhgsobactersp. (Proteobacteria) foi capaz de crescer no meio AFP
como Unica fonte de carbono e nitrogénio. Apreseattormacéo de halos em AL e produziu
queratinases quando inoculado no meio CFP e inaghb&@ 20 °C, pH 8,0, como verificado
Nnos ensaios com azoqueratina, apresentando pipoodacdo enzimatica entre 24 e 48 h. O
génerolLysobactersp. demonstrou ter um alto potencial de degradacaoudeatina tendo
atividade otima em pH 7,0 e 8,0, na temperatur@@&C. Conclui-se que este € um dos
primeiros trabalhos a confirmar a existéncia de tdvas produtoras de proteases

gueratinoliticas no Ambiente Antartico.

Palavra-chave:Micro-organismo. Queratina. Degradacao. Proteastrfca.

5. INTRODUCAO

Os micro-organismos sao encontrados ubiquamenten@o sido relatados exemplos
de comunidades bacterianas vivendo nas profundizageano junto a fontes termais, em
temperaturas acima do ponto de ebulicdo da agud #e95) até em profundidades de mais

de 3.600 metros, sob a camada de gelo do lago k/ostcAntartica (Price, 2000).

A microbiota desempenha um papel fundamental naitest e funcionamento dos
ecossistemas, sendo pouco conhecida a diversidadente (Gasol & Duatre, 2000). Nichols
et al. (2002) estimam que somente 1 a 10 % daxiespde bactérias tenham sido descritas
até hoje, principalmente através de métodos cuttependentes, os quais levam a uma
subestimativa da diversidade microbiana que é axaje crescimento sob condi¢cbes de
laboratério. Diversas espécies de micro-organismealizam alteragcbes bioquimicas
reciclando elementos e nutrientes na agua, da mesmaira descrita para o solo (Pelczar et
al., 1996)
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A presenca de micro-organismos tem sido usada cdimdicador para o
monitoramento e restauracdo de habitats (Hainals, @002). Essas restauracdes podem estar
relacionadas a comunidade microbiana, agindo caunordpositores em habitats degradados,
reciclando nutrientes para outros organismos. Aldisso, a bioprospeccdo de micro-
organismos de ambientes extremos representa unmauioplade para a descoberta de novas
espécies, com potencial de utilizacdo em diverseasada ciéncia, desde a producdo de

antibidticos a antitumorais.

Marx et al. (2006) demonstraram vérias adaptac@esndimas de micro-organismos
Antarticos em comparacdo com micro-organismos niespfdiscutindo como conseguem
aumentar a eficiéncia das reacdes, incluindo aadegéo de biopolimeros. Por outro lado, a
indUstria de alimentos vem se interessando porn&Ewique tenham atividade a baixas
temperaturas, pois processos como maturagao desgaodem ser otimizados com a presenca

destas enzimas (Delbarre et al., 2006).

Os avancos biotecnologicos e, em especial o0 emptegenzimas, tem causado um
expressivo impacto em diferentes setores industreaios micro-organismos sdo uma
importante fonte de enzimas, apresentando inUmnvargsgens, como diversidade, facilidade
de obtencéo, caracteristicas como atividade emnedifes condi¢cdes de temperatura, pH e
salinidade (Onifade et al., 1998; Gupta & Ramn20Q6).

Entre os micro-organismos queratinoliticos isolagl@sracterizados, varios sédo fungos
saprofiticos que parasitam a pele humana, sendatel@sse médico (Papini et al., 1996;
Sharma et al., 201F) bactérias, a maioria Gram-positivas do géBexcillus (Willians et al,
1990; Zagholoul, et al., 1998; El-refai, et &005). Apesar disto, bactérias Gram-negativas
com atividade queratinolitica também foram relasadaorém em menor diversidade de
espécies e cepas (Lucas et al., 2003). As bactras-negativas degradadoras de queratina
Vibrio sp. (Sangali, et al., 2000)Xanthomonas maltophiligDe Toni, et al., 2002),
Stenotrophomonasp. (Zardani, et al.,, 2004) @ryseobacteriunsp. (Riffel, et al., 2002),
estdo entre as linhagens descritas.

O presente trabalho teve como objetivo isolar marganismos de fragmentos de penas
em decomposicdo de pinguins da llha de Rei Geofgealtica) e identifica-los como

organismos degradadores de queratina. Os isoladoanf identificados através do
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sequenciamento do gene rRNA 16S, a nivel de géeeposteriormente foi avaliada a

atividade enzimatica desses micro-organismos

6. MATERIAL E METODOS

6.1. LOCAL E COLETA

Amostras de penas em decomposicaddPygoscelis antarcticgPingtim antartico) e
Pygoscelis papualPingiim papua) foram coletadas na Ilha Rei Geof§2°05'0"S,
58°23'28"W), onde se localiza a Estacdo AntéarticasBeira "Comandante Ferraz". A
temperatura média anual é de - 2,8 °C, sendo querédo, a média é de 0,9 °C e, no inverno,
-7 °C. A umidade relativa média é superior a 80 % @recipitacdo anual é de 500 mm,

podendo ultrapassar 1.000 mm nas partes altadata ca

As coletas foram realizadas préoximas a estaca@ pelfessora e pesquisadora da
UNISINOS Prof. Dra. Maria Virginia Petry, no verdae 2009/2010. As penas foram
coletadas aleatoriamente, em estado de degradagda;olonias onde se encontravam o0s
pinguins, em ninhos sobre o gelo, areia ou tersaaostras foram coletadas com auxilio de
pincas estéreis e acondicionadas em tubos estépeisteriormente mantidas sob refrigeracao
(4 °C).

6.2. FARINHA DE PENA

Foram utilizadas como componente do meio de cufanaha de pena de frango. As
penas de frango foram cedidas em lotes de 2 kgmarempresa avicola local (Avipal, Porto
Alegre, RS). A farinha de pena utilizada como congme do meio de cultura Agar farinha
de pena (AFP) foi obtida a partir do processameletacoccdo sob pressdo e moagem da

empresa Bunge (Esteio, RS), em amostras de 1 kg.
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A farinha de pena foi triturada em moinho. Em segutratada com éter de petrdleo, a
temperatura ambiente por 24 horas para a remocgordara. Este material foi entdo filtrado
em papel filtro comum e lavado com agua destilagmdo apds seco em temperatura

ambiente, em capela de exaustéao.

6.3.MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura utilizados foram: AFP- Agamiaa de pena (Agar: 2 g, farinha de
pena: 1 g, agua destilada: 100 mL), CFP: caldmkarde pena (1g de farinha de pena, 100
mL de agua destilada), AL: Agar leite (Peptona5ig2extrato de levedura: 0,75 g, agar 3 g,
agua destilada: 225 mL e leite desnatado UTH: 25 sehdo que o mesmo foi adicionado
apos a autoclave, pois o leite “talha”), BHA: Agarebro coracio (3,7 g de BHA para 100
mL de &gua destilada), TSA: Tryptone Soy Agar (§,fle TSA para 100 mL de agua
destilada), caldo TSB: Tryptone Soy Broth (3,7 g&® para 100 mL de agua destilada).

Os meios de cultura depois de preparados forantlausmlos por 15 minutos a 121 °C.

O pH do meio foi ajustado, conforme necessario, S@®H (1N) ou HCI (1N).

6.4. MICRO-ORGANISMOS

Os micro-organismos foram isolados em placas d& Aigrinha de pena (AFP). Nas
placas de Petri com o meio de cultura de AFP folesgloo material coletado (pena de
pinglins) repetidas vezes, essas placas foram welgsey diariamente. Depois de
apresentarem diferentes colbnias de bactérias,eamas foram isoladas em novas placas e
assim sucessivamente, até isolamente completo méste-organismo. Essas foram mantidas
em diferentes temperaturas, inicialmente a temperambiente + 25 e a 8 °C até apresentar

crescimento, e posteriormente armazenadas na galé8i€C).



29

Os materiais e meios de cultura utilizados paratangdo e manipulagdo das culturas
bacterianas foram preparados sob condi¢cdes des@ésseptodos os procedimentos foram

realizados em camara de fluxo laminar vertical.

6.5.ESTOQUE DO MICRO-ORGANISMO

As culturas foram mantidas em placas de AFP a. $e&dodicamente (a cada 7 dias)
essas culturas eram inoculadas em novas placA®Ees TSA e incubadas a temperatura
ambiente por 24 horas. O estoque foi feito atral@scultivo em caldo TSA, contendo
250 pL de glicerol 60 % (60 mL de glicerol e 40 o Agua destilada) e 750 uL do cultivo
em caldo de TSA, sendo armazenado em tanque dmémnio liquido a temperatura de
- 20 °C.

6.6.IDENTIFICACAO DOS MICRO-ORGANISMOS

Os micro-organismos selecionados foram identifisdolaseados em analise molecular
(através da obtencdo da sequéncia do gene 16S doriRbssdémico). O gene marcador
amplamente utilizado para procariotos € o0 RNA dgupea subunidade ribossomal (16S
rRNA). Essa molécula foi escolhida por apresenigumaas peculiaridades, tais como a sua
distribuicdo universal e a intercalagao de regaisnente conservadas com outras altamente
variaveis, permitindo a comparacdo de organismagraelo mesmo dominio, bem como a
sua diferenciacao de linhagens da mesma espétaam@&nho da sequéncia do gene é grande
o suficiente para gerar dados que possam ser cadgsestatisticamente, além da aparente
auséncia de transferéncia genética lateral (Amaa8a0Q; Gutell et al., 1994; Amann at al.,
1995).

Extracdo de DNA bacteriano:Para a extracao foi seguido o protocolo modificddo

Sambrook et al., (1989Primeiramente se precipita 1,5 mL da amostra erdocalSB
(colbnia isolada), lavando-a em agua milli-Q e tiey esse procedimento no minimo trés
vezes. Centrifuga-se a 10.000 rpm por 5 minutaandferi- se para tubos Eppendorf de 2mL
adicionando 700 pL de tampao de extracdo (8,4 mMlat@ — 5M; 3 ml de Tris- HCl com o
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pH 8,0 ede 1 M;1,2ml de EDTA com pH 0,8 e 0,50\8 g de Polivinilpiviolidona (PVP
40); 0,6 g de CTAB; 16,5 ml de agua milli-gpitar bem e acrescentar 20 mL fgle
mercaptoetanol. Esta mistura foi incuba por 30 momua 65 °C em banho-maria,
homogeneizando suavemente a cada 10 minutos. Apédicdo de 700 pL de CIA
(Cloroférmio) homogeneizada até a formar uma emoul§20 vezes). Esta foi entédo
centrifugada a 5.000 rpm durante 10 minutos eadgsiosa foi trasferida para um novo tubo.
Esse procedimento foi repetido duas vezes. A fgsasa adiciona-se 0 mesmo volume de
isopropanol 100 % (etanol absoluto) gelado e, eguida esta solucédo foi centrifugada a
12.000 rpm durante 20 minutos e desprezar o sateete Precipita-se o DNA com 1mL de
etanol 70 % apds centrifuga a 10.000 rpm, duramteénbitos. Foi desprezado o sobrenadante
e invertido o tubo sobre papel toalha, deixandars@or aproximadamente 20 minutos,

ressuspendendo o pellet em 30 pL agua milli-Q.

Amplificacdo por PCR: O fragmento do gene 16rRNA (+ 1.500 pares ded)ade
DNA Dbacterino extraido foi amplificado, utilizande os primers 27F
(5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3)e MHR1 (5’CCTTGTTACGACTTCACCC - 3)).
A reacdo de amplificacdo foi constituida por 12]5 Master MIX Fermentas (Tampé&o,
DNTP’S, MgCh, Taq); 1 puL de cada Primer; e 6,5 pL agua ultnagiilli- Q Millipore)

esterilizada para um volume final de 25 pL. Todasamplificacbes foram realizadas no

Termociclador (PTC-100 ProGrammable Thermal Coletrpl A otimizagcdo para algumas
amostras foi realizada utilizando as seguintes icord de amplificdo: 94 °C por 4 minutos
(desnaturacao inicial); 94 °C por 1’; 54 °C por72;°C por 2’; repetindo o segundo ciclo 29

vezes; 72 °C (extensao final); finalizando a 4 °C.

Purificacdo: Os produtos de PCR (20 pL) foram purificados wdia 2,2 pL acetato de
amonio 7 M geladdEm seguida, os eppendorffs com esse conteldo fagdados em vortex
por 15 segundos e centrifugados por 15 minutos@@3pm. O sobrenadante foi descartato
e adicionados 125 pL de etanol 70 %, a temperanomaiente. Apdés centrifugando por 5
minutos a 13.000 rpm, o sobrenadante descartadpe@let submetido a 50 °C, por 40

minutos. Em seguida foram adicionadogatiet 15 uL de dgua Milli-Q.

Apoés a extracdo de DNA, amplificacdo por PCR duegk6S RNA e a purificacéo, as
amostras 5 puL foram submetidagletroforese em gel de agarose a 1 %, coraddommeto
de etideo (0,3 mg/mL), a 90 V, por 30 minutos, amgao TBE 1X (Tris-Borato-EDTA). O

gel foi visualizado em transiluminador de luz ulicdeta (Kodak® Electrop Horesis
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Documentation and Analysis System - 120) . As imageram fotodocumentadas utilizando
o programa 1D Digital Science, verséo 2.0.3 (Kod&cntific Imaging Systems).

Aliquotas de 1QuL do produto de PCR, de cada amostra purificadhuke de cada
primera 10 pmoles, foram encaminhadas para sequenciamaiaimatico no 3730 XL DNA
SequencepelaAdvancing Through GenomieMACROGEN (Coréia do Sul), em ambas as
direcdes (direto 27F e reverso MHR1). E outrasualias foram encaminhadas para o
CBIiot/lUFRGS, na empresa ACTGene Analises Molecslatda.

Para avaliar a identidade das sequéncias confasnatilizou-se o BlastN (Basic Local
Alignment Search Tool - Nucleotide) (NCBI site tdit/www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

6.7.IDENTIFICACAO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA

A determinacao da atividade proteolitica das liemagobtidas foi realizada em teste de
formacdo de halo em placas contendo Agar leite.lillsagens selecionadas formam
inoculadas em placas com diferentes pHs ajust&gas @ e 11), e incubadas a temperaturas

de 8 °C, por uma semana, a 25 e 37 °C, por até 48 h

Os halos formados foram medidos com um paquimetra pnalise de qual bactéria

apresenta uma melhor atividade proteolitica.

6.8.PRODUCAO DA ENZIMA

A producéo da queratinase foi conduzida por incibalurante sete dias em estufa de
agitacao (125 rpm) na temperatura de 20 °C e aematya de 8 °C. Foram coletadas
amostras do cultivo de 12 em 12 horas, sendo eatdimifugadas (10.000 rpm por 5’) para
separacdo da biomassa celular e substancias ie&Il@ sobrenadante foi utilizado como

fonte de enzima para analises de atividade enzimati
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6.9. ENSAIO ENZIMATICO

A determinacdo da atividade enzimatica foi emprdgam substrato azoqueratina e o
sobrenadante da cultura. O caldo mineral foi pegpmaranteriormente com: NacCl: 0,5 g,
KoHPO,:0,3 g, KHPOy: 0,4 g para 1 litro de agua destilada. Em cadmeréyer de 250 mL
foi adicionado 50 mL desse meio mineral e 5 g deHla de pena. Esses erlenmeyer foram
autoclavados por 15 minutos a 121 °C. Apos esseriaagstar estéril foi inoculado em cada
erlenmeyer uma amostra do indculo, onde foram adob a 20 °C, em incubadora de
agitacao orbital (125 rpm) e também na gelade8&@, por uma semana. Aliquotas de (1uL)
dos cultivos foram retiradas de 12 em 12 horasm&iftegadas (10.000 rpm por 5 minutos) e

o sobrenadante foi utilizado para a realizagdondaie enzimatico.

A reacéao foi iniciada adicionando-se 100 pL dareaza200 pL de tampao Fosfato
dissddico, pH 7,0 (solucédo A: 0,852 g de Fosfatsa@dio em 300 mL de agua destilada e
solucdo B: 0,276 g de Fosfato Monossédico 1-hidexto 100 mL de agua destilada.
Acondiciona a solugdo B na solucdo A até o pH de®@j e 100 pL de substrato
(azoqueratina 10 mg). Essa mistura foi incubada Jdnora a 37 °C e a reacao foi
interrompida adicionando-se 500 pL de &cido tradwético (TCA) 10 %. Apos
centrifugacdo 40.000 rpm por 5 minutos o sobrenadante, adiciaeo00 pL de NaOH 1,8
N. A leitura da amostra foi realizada em espectéoh@tro no comprimento de onda de
450 nm.

Uma unidade enzimatica é definida como a quantidileenzima necessaria para
aumentar absorbéancia em 0,01 a 450 nm, nas dmwsdide tempo e temperatura de

incubacao do teste.

6.10. ANALISE DOS DADOS

As andlises estatisticas foram realizadas com dli@awo programa Excel 2010,
demonstrando a relagéo entre as diferentes amgstiase temperaturas.
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As seqgUéncias obtidas foram editadas no programadBie alinhadas no programa
ClustalX. A matriz de dados foi construida com h@s® seqliéncias parciais obtidas do banco
de dados do NCBI.

A reconstrucéo filogenética foi realizada no proggraMEGA 5.0 através do método de
Neighbor-joining, utilizando-se como modelo evolatiJukes-cantor. A confiabilidade dos

nds foi determinada a partir de 1000 réplicas dedb@p.

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DOS MICRO-ORGANIS MOS

Diferentes morfotipos cresceram em AFP apos irdodbgor 48 horas a temperatura
ambiente (x 25 °C). Verificando-se nas placas d® AF mesmos morfotipos a 8 °C, ap0s

uma semana de incubagéo.

Posteriormente, os trés diferentes morfotipos foraamtidos em placas de BHA (8
°C). Os micro-organismos selecionados apresest&afaram- negativos, tendo a forma de
bastonetes. As linhagens selecionadas foram fobawlas baseadas em analises moleculares
(através da obtencdo da sequéncia do gene 16s Aoribdssdmico). Apds a amplificacao
por PCR, na Figura 2, observa-se os aplicons axiapadamente 1500 pb, correspondentes
ao fragmento do gene 16S rDNA em gel de agaro8é.a 1

As linhagens selecionadas apresentaram elevada ldgimca espécies do género

Lysobacteisp. ndo sendo possivel identificar ao nivel de espécie
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o M W: Marcador

molecular 100 pares
de base;

» 1: Lysobacter sp.1;

— 1.500 pb

o 2: Lysobacter sp. 2;

e 3: Lysobacter sp.3.

Figura 2: Fragmento de aproximadamente 1.500 ptespondente ao gene 16S rDNA de colbnias
bacterianas isoladas de amostras de penas dergrdaiilha de Rei George, no verdo de 2009/2010.
Eletroforese em gel de agarose a 1 %.

7.2. ANALISE FILOGENETICA

A Arvore filogenética foi construida a partir deitfeor-joining usando Jukes-Cantor
como modelo evolutivo. Os valores nos “nés” saeraites a 1.000 réplicas de Bootstrap

representadas por porcentagem (Figura 3).
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100 | NR 044484 L. oryzae
100 EU376963 L. oryzae

| NR 043625 L. yangpyeongenis
— | 100 DQ191179 L. yangpyeongenis
NR 036925 L. enzymogenes
92 o9 | | HQ143646 L. enzymogenes
94 1 EU430118 L. enzymogenes
NR 043624 L. daejeonensis
61 4100{ AB682404 L. daejeonensis
100 | NR 041014 L. koreensis
| AB681400 L. koreensis

L g9 | NR 044250 L. capsici
_{ HQ143600 L. capsici
g9 | NR 027221 L. antibioticus
FR822759 L. antibioticus
43 | NR 041005 L. gummosus
67 L— JN662542 L. gummosus

99 99

100 | NR 041003 L. concretionis
67 | AB681660 L. concretionis

Lysobacter sp. 3

100 | NR 041587 L. spongiicola
| AB299978 L. spongiicola
72 | NR 042528 L. defluvii
100 | AM283465 L. defiuii
100 | NR 041368 L. panaciterrae
| HQ143603 L. panaciterrae

92

NR 041779 Xylella fastidiosa

90 NR 043614 Pseudoxanthomonas do
98 NR 028930 Stenotrophomonas rhizophila

—
0.005

Figura 3: Arvore filogenética construida no prograflEGA 5.0, a partir do método de Neighbor -
joining usando Jukes-Cantor.

A topologia recuperada através da reconstrucageiilética demonstrou que o isolado

Lysobacteisp 3, pertence ao génekgysobacterda familia Xhantomonadaceae.

No entanto, dada a baixa confiabilidade do “n& %) comLysobacter concretionjs
nao foi possivel afirmar a sua identidade espegifiendo necessarios mais analises,
moleculares para confirmar a sua espécie.
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Segundo Bae, et al., 200hysobacter concretionisdo Gram- negativos e apresentam
excelente crescimento em placas de agar, suasia®l®do amarelas, circulares e

crescimento 6timo em temperaturas entre 25 — 30 °C

Como esse micro-organismo € oriundo de ambientérlect, € apenas uma pesquisa
inclui a ocorréncia deysobactersp. em ambientes extremos (Aislabie et al., 2q08&Jemos

estar trabalhando com uma espécie totalmente nova.

7.3.ATIVIDADE PROTEOLITICA

Inicialmente foram realizados testes com agar ledte temperaturas de 8, 25 e 37 °C,
para determinar a atividade proteolitica das liehagselecionadas. A Tabela 1 mostra que a
linhagem Lysobactersp. 3 apresentou maior atividade proteolitica guel@mais isolados
antarticos Lysobactersp 1 e Lysobactersp 2 ndo foram capazes de formar halo em agar
leite na temperatura de 37 °C, sugerindo que suagmas percam atividade nesta
temperatura. Além distd,ysobactersp. 2 ndo degrada a caseina a temperatura de 25 °C,
indicando uma maior sensibilidade da enzima a &stgpertautura. Como controle, foi

empregado ®acillussp P45 acesso no GenBank pelo nimero AY962474 (Daroit1p

Tabela 1: Atividade proteolitica em placas de AH (p,0) com as seguintes linhagehgsobacter
sp.1,Lysobactersp. 2 Lysobactersp.3 eBacillussp. P 45. As placas foram incubadas a 8 °C durante
uma semana (168 horas), + 25 °C e 37 °C (24 horas).

Linhagens Halos (mm)

gocC 25°C 37°C
(168h) (24h) (24h)
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Lysobacter spl 0,75 0,5 0
Lysobacter sp2 0,5 0 0
Lysobacter sp3 1,98 0,72 0,5
Bacillus sp P45 1,45 0,97 0,43

Nos cultivos em agar leite com (pH 7,0) na tempeaatle 8 °C por 168 horas pode-se
observar queLysobactersp. 3 eBacillus sp. P 45 foram capazes de formar halo. Isto
demonstra que essas linhagens sdo produtoras tEagese também a temperaturas mais
baixas, mas o0 seu processo € mais tardio (Tabelaeljdo a maior atividade proteolitica

Lysobacteisp. 3, somente esta linhagem foi utilizada em estgsdbsequentes.

Na temperatura de 8 °C (168 horas) formam reddz@xperimentos com a linhagem
de Lysobactersp. 3 no pH 5,0. O halo formado foi de de 0,95 mor, outro lado o halo
formado por Bacillus sp. P45 foi de 1,20 mm. (Figura 4). Todas as medidaant

realizadas em triplicatas e obtidas através daipaaro.

=
™
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[g%]

[y

o
co

= Lysobactersp. 3

o
=]

N Bacillussp. P45

o
™

Atividade Proteolitica {(mm)

o
8]

pH 5,0

Figura 4: Atividade proteolitica demonstrada a madio halo (mm), ap6s cultivo em Agar leite (pH
5,0) a 8 °C durante 168 horas
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A Figura 5, apresenta os dados da atividade pitteolde Lysobactersp. 3 na
temperatura de 25 °C e pH 5,0. Observa-se a foorggdalo de 0,62 mm apos 24 horas. O

halo formado pelo controRBacillussp. P45 foi de 0,53 mm.

0,64

0,62

o
(=]

0,58 A
0,56 - = Lysobactersp. 3

N Bacillussp. P45

o
5
N

Atividade Proteolitica {mm)
o
wn
(2]

o
wu

0,48 -

pH 5,0

Figura 5: Atividade proteolitica demonstrada a madio halo (mm), apds cultivo em Agar leite (pH
5,0) a 25 °C durante 24 horas.

Em cultivos da linhagem deysobactersp. 3, realizados em placas de AL a 37 °C, pH
5,0 contatou-se a formacdo de halo de protedlisolm®rvado em pH 7,0 na mesma
temperatura. Os diamentros dos halos formam demrb3ara Lysobactersp. 3 e

Bacillussp. P 45 0,58 mm (Figura 6).

% 0:5 Hff-§
;3 'ESJ: §§ = Lysobactersp. 3
g 0:2 %& N Bacillus sp. P45
b 0,; _ :{i§

Figura 6: Atividade proteolitica demonstrada atsas& medida do halo (mm) em Agar leite (pH 5,0) a
37 °C durante 24 horas.
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Thys (2004), determinou em seu trabalho Bfgrobacteriumsp. Kr 10 produziu halo
de protedlise de aproximadamente 0,4 (mm), apOsokds em temperatura de 30 °C. Isso
comprova a caracteristica proteoliticas do micgaoismo detectada por Riffel & Brandelli
(2002). Outro exemplo, € a bacté&dhryseobacterium sgr6, isolada a partir de residuos de
aves possui atividade queratinolitica 6tima apreskn em pH 8,0 e 30 °C, sua queratinase
estava ativa em substratos de azoqueratina e &oaasa mesma pode ser isoldada de varios

ecossistemas, tais como: agua, solo, peixes, atabierarinhos (Riffel, et al., 2003).

Ao avaliar a atividade proteolitica em pHs alaadinpH 9,0 e pH 11,0), ndo foi
observado crescimento do isoladbysobacter sp. 3 por issoos dados ndo formam

apresentados.

7.4.ATIVIDADE ENZIMATICA

Para determinar a atividade enzimatica foi engordg o substrato azoqueratina e o
sobrenadante da cultura (Caldo mineral e farinhapelga). Neste meio mineral foram
inculadas amostras dg/sobactersp. 3 eBacillus sp P 45, e em seguida incubados a 8 e a
20 °C. Aliquotas de (1uL) dos cultivos foram eeteis de 12 em 12 horas e o sobrenadante
foi utilizado para a realizacdo do ensaio enzimatcamostra foi lida em espectrofotdmetro

no comprimento de onda de 450 nm.

A amostra de.ysobactersp.3 (Figura7) teve maior atividade enzimatic202C , o
qual ocorreu no ponto de coleta das 12 a 24 hdgsta (2006), confirma em sua pesquisa
gue oGéneroLysobactesp. mostrou degradar fortemente a farinha de penate8i(pe com
temperatura de 20 °C como condi¢cdes Otimas. A gémue queratinases microbianas sao

frequentemente induzidas por substratos querasnosmo penas e farinha de pena.
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Ao avaliar a atividade queratinolitica Hgsobactersp. 3 cultivada a 8 ° C, observa-se
gue a mesma apresentou maior atividade enzingitica 12 e 24 horas de cultivo. Contudo,

a atividade enzimatica foi menor que aquela meaasudurante cultivos realizados a 20 °C.

NN
Y\
— ot

={}=20°C

=
M

=
|

o
co

[

o
3]

Atividade Enzimatica (U/mL)
(=]
o

o

12h 24h 36h 48h 60h 72h
Tempo de cultivo (horas)

Figura 7: Atividade queratinolitica extracelularalte o cultivo da da linhagebysobactersp. 3 em
caldo de farinha de penas nas temperaturas dé 8@ 2

Lima et.al., (2009) demonstra em seu trabalho qudwgao pelo substrato é o principal
mecanismo regulatorio para a biossintese de quasat. Neste estudo, foram utilizadas 3
espécies: deBacillus subtilis, B. licheniformis e B. cereuse avaliada a producdo de
gueratinases utilizando como substrato penas dedranteiras e farinha de penas. A
linhagem deB. subtilismostrou atividade enzimatica mais expressiva gugeaais espécies
de Bacillus As linhagens de bactérias avaliadas apresentataidade queratinolitica e
percentual de degradacao satisfatérios tanto eraspeomo farinha de penas, sendo mais
eficiente em substratos de penas.

Segundo Correa (2009), a utilizacédo de farinhaatha gomo substrato pode resultar em
um processo custo—beneficio mais eficaz, send@aaguesma tem sido empregada em outros
estudos ( Lucas et al., 2003, Tiquia et al., 2606el, et al., 2003).

O GéneroLysobacterapresenta atividade enzimatica a temperaturadDdRC2sendo

gue a 8 °C a atividade enzimatica € menor.

Isso sugere que mesmo 0s organismos oriundos déerambextremo, degradam

queratina rapidamente a temperaturas mais elevattagjue a baixas. A degradacdo de
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gueratina ocorre em ambientes extremos, pois n@elpe-se o acumulo de penas neste local.

Conclui-se que as bactérias degradam esse mapeniéim num periodo maior.

8. CONCLUSOES

Os resultados encontrados neste trabalho permgesaguintes conclusoées:

- O genérd.ysobacterdemonstrou ter um alto potencial de degradacaadetina;

- Possui atividade 6tima em pH 7,0 e 8,0 a tempexate 20 °C;

- Os micro-organismos a 8 °C sédo mais lentos quadigradacao da queratina, do que
0S que estdo a 20 °C, ou seja, 0s mesmos vieranumdembiente extremo mas, degradam

queratina a temperaturas mais altas;

- Conclui-se que as atividades proteoliticas ocamecom maior intensidade nas placas

de agar leite com o pH 5,0 e 0 pH 7,0;

- Este € um dos primeiros trabalhos a confirmaxisténcia de bactérias produtoras de
proteases queratinoliticas no Ambiente Antartic®,gaais mostram-se ativas nas faixas de
temperaturas abaixo de 25 °C. O potencial biotégmad desses micro-organismos pode ser
muito mais explorado a fim de identificar organismwiundos de ambiente extremo até o

momento tdo pouco estudados.
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11. DISCUSSAO GERAL

Apesar da queratina ser de alta estabilidade, eperse que ndo ocorre acumulo da
mesma na natureza. Confirmando assim, a exist@eciaicro-organismos decompositores
naturais capazes de degradar como substrato @@ @escimento. Esses micro-organismos
sdo chamados de organismos decompositores poderdoerc em diferentes condicdes

ambientais e ecologicas.

Demonstra-se neste trabalho a suma importanciastielae micro-organismos que
vivam em ambientes extremos, pois micro-organismgasratinoliticos tém um papel

fundamental no nosso meio ambiente para degradigc§oeratina e outras aplicagoes.

Poucos estudos descreveram o isolamento de migemiemos na Antartica,
trabalhamos com um micro-organismo que é do gérigreobacter com potencial

queratinolitico, mas muito pouco estudado até merdo.

12. PERSPECTIVAS

As proximas etapas do estudo dessa enzima serigurificacdo, caracterizagdo
bioquimica e do gene que codifica para a queraieas Lysobactersp. sendo realizadas
para a melhor compreensao e otimizacdo dos meacamidenproducdo enzimatica, uma vez
que tal micro-organismo, adaptado as condi¢cde®rmes do continente Antartico, oferece
uma alternativa para a bioconversao dos residugEaiuosos.
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