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Abstract

Enzymes are the most remarkable and highly speedlproteins, presenting in
most cases a catalytic efficiency much higher ttren majority of synthetic catalyzers,

being their industrial production mainly ensuredsoyne species of microorganisms.

Microorganisms present in extreme environments pughdevelop adaptation
mechanisms to cope with adverse physico-chemigaditons or contaminated scenarios
which may confer the potential to produce activel/an stable enzymes under those
conditions, hence being able to produce extragellehzymes with high biotechnological

and industrial potential.

Tributyltin (TBT) despite the recent ban of its dse anti-fouling paints in boats is
still a common contaminant in aquatic systems aasl leen considered to be one of the

most toxic substances ever introduced into themaagnvironment.

TBT resistant microorganisms (able to grow at 3 mMBIT) from 7 Portuguese
harbors were collected, isolated and then REP-PkdRacterized, and chosen isolated
identified by MALDI-TOF-MS. Their extracellular lgdytic and proteolytic activity was
assessed. Lipolytic extracts were used in testadtivity conditions optimization using the

response surface methodology and proteolytic etstraere characterized by zymography.

The concentration of TBT resistant isolates varmdween 0.08% (in Setubal
harbor) and 7.67% (Peniche). From a total of 1lffemint isolates, 14 were able to
produce extracellular enzymes - belongingSerratig Citrobacter and Pseudomonas
genus. Most of proteolytic extracts exhibited sitmanéously gelatinolytic and caseinolytic
activity. At 30°C and pH 9, the lipolytic extracts3 and L2, exhibited activity of 8U/mL

and 4 U / mL, respectively - alkaline lipases.

Our study shows that these TBT resistant isolatege lthe capacity to produce
enzymes with a large biotechnological potentiakthvibacteria from Figueira da Foz and
LeixBes (F3 and L2) presenting the highest applitato be used in detergent industry,

due to their alkaline lipolytic produced molecules.

Key words: Extracellular enzyme, TBT resistant bacteria, Rasés, Lipases






Resumo

As enzimas sao as mais notaveis e altamente ekpadies proteinas, apresentando
na maioria das vezes eficiéncia catalitica supe@ride catalisadores sintéticos, sendo a sua
producdo industrial, assegurada, maioritariamenggr algumas espécies de

microrganismos.

Os microrganismos provenientes de ambientes exgr@®senvolvem mecanismos
de adaptacdo, que lhes permite sobreviver em dieslifisico-quimicas extremas, ou
cenarios contaminados. Podendo, portanto produzimas ativos e/ou estaveis com

elevado potencial biotecnolégico e industrial.

Apesar da recente proibicdo da sua utilizagdo emasti anti incrustantes, o
tributilestanho (TBT) € um contaminante comum enstesnas aquaticos, sendo

considerado uma das substancias mais toxicaggairtidas no ambiente marinho.

Neste sentido, microrganismos resistentes a TBpa@ss de crescer a 3mM de
TBT) recolhidos de sete portos portugueses, fosamados, caracterizados por rep-PCR e
identificados por MALDI-TOF-MS. A atividade protétita e lipolitica extracelular destes
isolados foram avaliadas. Os extratos lipoliticmsuin submetidos a ensaios de otimizacao
das condi¢cdes de atividade pela metodologia derfécipede resposta e 0s extratos

proteoliticos foram caracterizados por zimografia.

A percentagem de isolados resistentes a TBT vantne 0.08% (porto de Setubal) e
7.67% (porto de Peniche). Por rep-PCR distinguitidseisolados diferentes, dos quais 14
produziram enzimas extracelulares. A maior parte eldratos proteoliticos apresentaram
atividade caseinolitica e gelatinolitica. Dos ewia lipoliticos testados, F3 e L2
demostraram ter atividade (8U/mL e 4 U/mL, respatiente) a 30°C e a pH 9, sendo
lipases alcalinas. Os isolados produtores de eszem#&racelulares foram identificados
como pertencendo aos génesesratia Pseudomonas Citrobacter.

Xi



O nosso estudo comprovou que os isolados resistent&€BT sdo capazes de
produzir enzimas extracelulares com um grande piatiebiotecnolégico. As bactérias da
Figueira e Leixdes (F3 e L2) apresentaram atividiplgitica alcalina, demostrando

potencial aplicacdo na industria de detergentes.

Palavras-chave:Enzimas extracelulares, Bactérias resistentesla PBteases, Lipases
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1. Introducéo

1.1Enzimas

A vida depende de uma série bem orquestrada déesa@uimicas catalisadas por
catalisadores bioldgicos as enzimas sem 0S quais 0S processos gue a tornam possivel
nao se realizariam (Copeland, 2000). No interios délulas, as enzimas atuam como
biocatalisadores, envolvendo-se em diversas reagdiesicas e, consequentemente, na
coordenacao de diversas funcdes celulares, comexgeanplo: a degradagao de nutrientes;
armazenamento e transformagédo em energia quimgiatese de macromoléculas a partir
de percursores simples (Abedi et al., 2011; Ne&@wox, 2005).

Todas as enzimas, com exce¢do das ribozimas, quensiculas de RNA com
capacidade catalitica, sdo proteinas formadas @r mhrs 20 aminoacidos naturais
existentes (Abedi et al., 2011). Dada a existédeiaiversas combinacdes possiveis entre
esses aminodacidos, a natureza concebeu um lecrrezitheas com estruturas moleculares,
cinéticas de reacgdo, especificidade para os stisteafungdes bioldgicas, incrivelmente
diversificadas. Tal facto permite a realizacdo gula;do de todos os tipos de reacdes
bioquimicas (Abedi et al., 2011).

Uma vez que as enzimas apresentam atividade watdtita dos sistemas vivos, com
eficiéncia catalitica superior a de catalisadoresmgos e inorganicos, tém sido
amplamente exploradas em biotecnologia. Isto podgmeonstram elevada especificidade
para com 0s seus substratos e aceleram consideemtel as reacdes quimicas (Beilen &
Li, 2002; Nelson & Cox, 2005; Saraiva, 2009).

1.1.1 Nomenclatura e Classificacédo

As enzimas sdo classificadas com base nas reag@&esatplisam, através de um
sistema de nomenclatura e classificacdo criado Eredlgme CommittegdEC), da
International Union of Biochemistry and Moleculaio®gy (IUBMB). Este sistema divide
as enzimas em seis diferentes classes numeradasxif@dutases; (2) transferases; (3)
hidrolases; (4) liases; (5) isomerases; e (6) dgdtabela 1.1); cada uma delas dividida em
subclasses, também numeradas. As enzimas que posstieituras diferentes mas que
apresentam especificidade para o0 mesmo substratiéta possuem o mesmo numero de
Enzyme Committg&C) (Arnosti, 2011; Nelson & Cox, 2005).



Tabela 1.1 —Classificacédo internacional das enzimas de acooio a Enzyme Committee
(adaptado de Nelson & Cox, 2005).

N.© Classe Tipo de reacao catalisada
1 Oxedorredutases Transferéncia de eletrbes
2 Transferases Reacao de transferéncia de grupohans
3 Hidrolases Reac0bes de hidrélise
4 Liases Adicao de grupos para formagéao de ligagcoes duplafrmacéo de
ligacdes duplas por remocédo de grupos
Transferéncia de grupos no interior de moléculadymindo formas
5 Isomerases : -
isoméricas
6 Ligases Formacéo de ligacbes C-C, C-S, C-O e C-N por reagée

condensacdo acopladas a clivagem ATP

1.1.2 Microrganismos como fonte de enzimas

A biotecnologia tem oferecido, ja ha varios anbsvés da exploracdo dos recursos
naturais que se encontram ao nosso dispor, a oypdatle de se aproveitar tais recursos
para a producéo de bens diversos, de modo a at@sdecessidades humanas. Do mesmo
modo, 0s avancgos na genética e na microbiologiarama um grande impacto nas

tecnologias de producao de enzimas (Buchholz,2@05).

As enzimas podem ser isoladas e purificadas a pl@rtnicrorganismos, animais ou
plantas. No entanto, sdo 0s microrganismos quesseptam a principal fonte destas
enzimas pelas seguintes razdes: elevada capadeaagdeducédo de biomassa, dada pela
facilidade de absorcdo dos nutrientes necessases quportar taxas de metabolismo e
biossintese altas; enorme diversidade bioquimécaljdade de adaptacdo a ambientes com
caracteristica muito distintas; facilidade de eoltiem laboratério; e facilidade de
manipulagdo genética, permitindo modificar as éstas e consequentemente as

atividades, por forma a aumentar a producéo doupocalvo (Demain, 2000).

Uma vez que 70% da superficie do planeta terrangracee coberta pelos oceanos,
Zhang e Kim (2010) sugerem uma especial atencdonzmas provenientes de
microrganismos marinhos. Estes sdo capazes deizari@anambiente marinho, produzindo
enzimas Unicas, relativamente mais estaveis e ataigs, quando comparadas as suas
correspondentes em plantas ou animais. A singaldiddessas enzimas provém de

propriedades especificas (salinidade e pressaadzsytemperaturas baixas e condicdes
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de iluminagéao irregulares) do meio em que se ermontUma outra mais-valia do uso de
microrganismos para producao de enzimas residaaigdéde da sua recolha, cultivo e
identificacdo (Debashish et al., 2005; Zhang & K2@10).

Este potencial € ainda acrescido pela ocorréncianideorganismos marinhos em
pequenos nichos, seja em simbioses com varios tiposrganismos marinhos como
esponjas, corais, algas e outras espécies, ou mgsiacsua ocorréncia em habitats ou
micro habitats distintos, tais como os ambientéemos (extremofilos).

1.1.2.1Microrganismos extremofilos

Os microrganismos extremdofilos sdo microrganisnagmees de crescer e, acima de
tudo, adaptarem-se a ambientes extremos, encootsndhem adaptados a condi¢des
extremas de temperatura, pH, concentracdo deakséo (tabela 1.2) (Antranikian et al,
2005).

Tabela 1.2 -Exemplos de tipos de extremdfilos e as respetiadicbes ambientais (adaptado de
Zhang & Kim, 2010).

Parametro

) Tipo Condicdes ambientais Geéneros
ambiental
Temperatura Psicrofilos < 20°C Alteromonas, Bacillus, Psychrobacter,
Methanococcus.
Termofilos 55 ~113°C Themococcus, Thermoproteus,
Thermus,Thermotoga
pH Acidéfilos pH< 4 Acidianus, Desulfurolobus, Sulfolobus,
Thiobacillus
Alcald6filo pH>9 Natronobacterium, Natronococcus,
Bacillus
Salinidade Halo6filos 2 ~5M NacCl Haloarcula, Halobacterium, Haloferax,
Halorubrum

Dado que possuem caracteristicas metabolicas pexsjlios microrganismos sao
capazes de colonizar diversos ambientes, podendtasmuezes colonizar ambientes
contaminados (Haller et al.,, 2011). Cruz e colatores (2007) descreveram,
microrganismos capazes de se adaptarem e resistign@senca de contaminantes, mais
concretamente o tributilestanho (TBT). Os autoressieraram que, microrganismos
capazes de crescer a concentracdes de TBT erir@oM e 3 mM, sdo microrganismos

resistentes a TBT.



O TBT € um composto estanhado tendo sido amplanilizado, desde a década
de sessenta, na preservagdo da madeira, commaitdiem produtos téxteis, em sistemas
de aguas industriais, na industria do papel e canibincrustante em tintas de barcos,
sendo esta dltima a maior fonte de contamina¢amelo marinho. E toxico para diversos
organismos aquaticos, incluindo bactérias, algasplancton e moluscos, afetando o
crescimento, desenvolvimento, reproducdo (imposexaparecimento de caracteristicas
fenotipicas masculinas em gastropodes fémea) eewdwébncia de muitas espécies
marinhas (Lemos et al., 2011). Pelos motivos aam@sentados, em Outubro 2001, a
International Maritime Organizatior{IMO) proibiu 0 seu uso em tintas de barcos. Nao
obstante a isso, elevadas concentracdes de TBTais@la encontradas no ambiente
marinho (Suehiro et al., 2007)

Estudos revelam que, por se encontrarem adaptadosn@icdes extremas, 0S
microrganismos (grande parte de origem marinhadyma uma estrutura fisiologica e um
metabolismo Unico, podendo por isso produzir badzatdores com capacidades Unicas
(Zzhang & Kim, 2010). A nivel biotecnolégico estemdatalisadores sdo de grande
importancia. A possibilidade da sua utilizagdo eocessos industriais, que decorrem em
condicOes adversas, podera permitir uma melharagéo da matéria-prima, minimizar a
emissdo de poluentes e reduzir o consumo energétethorando, simultaneamente, a
qualidade e pureza dos produtos (Antranikian e2805; Ferrer et al., 2007). Para além da
perspetiva biotecnoldgica, o estudo de enzimas epievites de ambientes extremos
permitra uma melhor compreensdo dos mecanismosjuinmcos e moleculares,

envolvidos nos processos de adaptacao (Gohel &hSiif 2).

Posto isto, tem-se que microrganismos capazessgire stresses ambientais séo

potenciais produtores de enzimas com uma grandmhbiidade biotecnolégica.
1.1.3Enzimas extracelulares de microrganismos

As enzimas de microrganismos podem ser classificadano intracelulares e
extracelulares. Segundo Priest (1977), enzimag@dtrlares sdo enzimas sintetizadas e
libertadas para o meio que envolve os microrgarssreacontrando-se completamente
dissociadas das suas células. A secrecao desteddbligadores ocorre sem que haja lise
celular e envolve processos de permeabilidade attwmseletivos. Normalmente, tal

acontece devido a impossibilidade de alguns nué&sennecessarios as células,
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atravessarem a parede celular (Stinson & Merri€&;41 Van Dedem & Moo-Young,
1973). Durante o crescimento microbiano, em meiofalenentacdo, o maximo de
producdo das enzimas € observado no final da fgs@enencial ou na fase estacionaria
(Jaeger et al., 1994; Kuddus & Ramteke, 2012; Ri€57).

A producéo de enzimas extracelulares pelos micnisges € muito comum. A sua
presenca tem sido amplamente estudada em diveisoaganismos, como € o exemplo
de fungos (Saraiva, 2009), leveduras (Chi et &Q092 Ferrer et al., 2001) e bactérias
(Daoud et al., 2013; Gupta et al., 2004).

Do ponto de vista industrial, a utilizacdo de erasrextracelulares é preferencial e
conveniente, dado que ao serem excretadas paraocodedermentacdo, 0 processo de
recuperacdo e purificacdo destas enzintisv(stream processingg mais simples e
permite uma reducdo dos custos do processo indu@rilen & Li, 2002; R. Gupta et al.,
2002).

Posto isto, a maioria dos estudos sobre enzimasigieBe sobre hidrolases de

origem marinha, sendo as proteases e as lipasesldsianais relevantes a nivel comercial.
1.2Proteases

As peptidases, comummente designadas proteasegnsz#nas responsaveis pelo
processo de protedlise, que consiste na quebligad®és peptidicas entre os aminoacidos
de proteinas e polipeptideos. De acordo com a E@rateases pertencem a classe das
hidrolases (Classe 3), que catalisam a hidrolidegdedes peptidicas (subclasse 4) (Zhu et
al., 2011). Esta subclasse de enzimas divide-sel@m grupos: as exopeptidases, que
quebram as ligacdes peptidicas proximas das extael®s da cadeia polipeptidica; e as
endopeptidases, que quebram as ligacbes peptadiceso da cadeia polipeptidica (Abu
Bakar et al., 2006; Zhu et al., 2011).

Normalmente, as proteases sao classificadas, sandmnta 0 mecanismo catalitico,
em seis grupos: proteases de serina, proteasesomdnt, proteases de cisteina, proteases
asparticas, metaloproteases e protease de aciddmgto (Chi et al.,, 2009). Zhu e
colaboradores (2011) apresentam uma classificdtgoativa, tendo em conta o pH 6timo
a que operam: as acidicas, que apresentam umadgaptd 6timo entre os 2 a 5 (maioria

de fungos); as neutras, em que o pH 6timo ronda(owioria de plantas, alguns fungos e
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bactérias); e as alcalinas, em que o pH 6timo drez@e num intervalo de 8 a 11 (maioria

dos géneroBacilluse Streptomycés
1.2.1 Fontes e producédo de proteases

A producéo de proteases é uma propriedade ineadntins os microrganismos (Rao
et al., 2006). Estas proteinas sdo conhecidasspaneen envolvidas em diversos processos
fisiologicos fundamentais as células e tecidoduindo regulacéo da expressao genética,
modificacdes covalentes de enzimas, nutricdo mateisporulacdo e germinacao, assim

como em diversos processos patologicos (Tavan@®; Z&hi & Moreau, 2010).

Embora as proteases possam ser obtidas a partiangeais e plantas, os
microrganismos representam a sua principal foradach sua diversidade bioquimica, a
quantidade substancial de enzimas que produzemswa agrande importancia a nivel
cientifico e econémico (Kasana et al., 2011; Raalet2006). As enzimas proteoliticas
microbianas podem ser intracelulares ou extraaelsii@endo a sua maioria extracelular. A
producdo de enzimas extracelulares é amplamenteiiciada pela estirpe e, por fatores
nutricionais e fisico-quimicos (temperatura, pHhtéode azoto e carbono, sais inorganicos,

agitacao e oxigeénio dissolvido) (Kasana et al. 1201

Em relacdo a questdo de um meio ideal, para undugdio maxima de proteases
extracelulares, Kasana e colaboradores (2011)amabt inexisténcia de um meio com
composicao especifica, uma vez que cada micromars! estirpe possuiu necessidades e

condi¢des de crescimento Unicas.
1.2.2 Aplicacéo biotecnologica e industrial

A classe das proteases representa um dos trésesigipos de enzimas industriais,
sendo responsavel por cerca de 60% das vendas tit#gaenzimas, a nivel mundial
(Kuddus & Ramteke, 2012). Tém sido amplamentezatlas a nivel biotecnolégico e
industrial, principalmente nas industrias alimenti&r detergentes, farmacéutica e do couro
(Kuddus & Ramteke, 2012; Rao et al., 1998).

Na industria alimentar, as proteases séo utilizpdes modificar as caracteristicas de
proteinas alimentares, melhorando as suas progesedduncionais, nutricionais e
gustativas. Outra importante aplicacdo das prose@séde na sua utilizacdo como aditivos

em detergentes, de modo a substituir agentes antdat sendo estes, muitas vezes, toxicos
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para o ambiente (Jegannathan & Nielsen, 2013; Zhwal.e 2011). A atividade e
estabilidade destas enzimas a pH e temperaturzsdale e a compatibilidade com agentes
quelantes e oxidantes, constituem pré-requisitosexteema importancia para a sua
aplicacdo em detergentes (M. B. Rao et al., 1998)a protease com capacidade para
operar a baixas temperaturas e pH, e na presencdetdegentes, foi isolada de
Stenotrophomonas maltophil{aactéria psicrdfila), apresentando elevada dplidade na
industria dos detergentes (Kuddus & Ramteke, 2012).

Considerando a recente tendéncia para o desenwitonte tecnologias “amigas”
do ambiente, de modo a reduzir problemas de pauigé proteases tém tido inimeras
aplicacdes no tratamento de couro e em varios gsosede biorremediacédo. Estas,
também tém sido extensivamente utilizadas na indlstarmacéutica para o

desenvolvimento de diversos agentes terapéutico8 (Rao et al., 1998).
1.3Lipases

As lipases (triacilglicerol acil-hidrolases EC 3.B) catalisam, em meio aquoso, a
hidrolise das ligacdes éster de tri-, di- e morighcerdis, libertando acidos gordos e
glicerol. Para além das reacdes de hidrdlise, estasnas, em condi¢cdes termodinamicas
favoraveis (meio ndo aquoso), catalisam uma valeda reacdes de sintese (esterificacdo
e transesterificacéo) (Fig. 1.2) (Godoy et al.,201

As lipases séo capazes de catalisar reagfes, canvasta gama de substratos. Tal
facto encontra-se relacionado com a seletividaddipases (seletividade para o substrato,
regioseletividade e enantioseletividade). No entaas taxas dessas reacdes variam muito
com a estrutura molecular dos substratos (Reik,e2009). Preferencialmente, as lipases
catalisam a hidrolise de triacilgliceréis (TAG) dadeia longaxX 10 atomos de carbono),
distinguindo-se das esterases (EC 3.1.1.1) qudiseeaa hidrolise de ésteres de cadeia

curta, hidrossoluveis (Godoy et al., 2012).

A atividade das lipases € fortemente influenciadia gxisténcia de uma interface
lipido-agua, que permite a sua ativacao (ativagtafacial) (Jaeger et al., 1994). Segundo
Reis e colaboradores (2009), a ativagdo interfaciaina caracteristica Unica das lipases.
Em meio aquoso, quando a concentracdo de substtetole o limite de solubilidade, h&

um aumento significativo na atividade da lipaseaw®z que o substrato forma micelas ou



gotas de emulséo, criando assim uma maior aredaicitd (Jaeger et al., 1994; Reis et al.,

2009).

|. Hidrolise
ﬁ I
RI-C_O_RZ + H?O - R1-G—OH + Rz_OH

Il. Sintese

a) Esterificagéo
I I
R-C-OH + R,~OH =—» R,-C-0—-R, 4+ H,.0
b) Transesterificacao
Aciddlise
(I]II [l 1] Il
R1'C_O_R3 + RQ'C_OH"—"' R1"C_OH -+ RQ"C_O_Ra
Amindlise
o o} Q o

I I l
R;:C—O—R; +R,C-NHR; =—= R;-C—O—R; *+ RyC-NHR,

Alcodlise

8]

0
I I
R,-C=0-R; + R,~OH =+—— R;-C-0-R, + HO—R;
Interesterificacao
i I i i
R;-C-O—R3+ R,;-C-O—R; =—» R;-C-0—R,; + R,-C-O—Ry

Figura 1.1 —Reac0es catalisadas por lipases (adaptado de @bdby2012).

Na estrutura tridimensional de uma lipase verifeaa existéncia de um elemento
movel que cobre o centro ativo da enzimalidpna auséncia da interface hidrofobica. Na
presenca da interface lipido-agua, a estruturae amma alteracdo na sua conformacao,

permitindo o acesso do substrato ao local atival(@et al., 2012).



1.3.1Fontes e producéo de lipases

As lipases sdo enzimas ubiguas na natureza e sdozptas por diversas plantas,
animais e microrganismos. No entanto, as lipasesofrianas representam a classe mais
utilizada em aplicacbes biotecnologicas e industriadevido a sua estabilidade,
seletividade e grande especificidade para o sibssando a maioria obtida de bactérias e
fungos (Gupta et al., 2004). Os géneRseudomonasAcinetobacter Staphylococcus
Bacillus Burkholderiae Serratia destacam-se como fonte de lipases bacterianaa, alad
facilidade de producao de biomassa (Treichel e2@09).

A maioria das lipases microbianas € extracelularca)sequentemente, a sua
producdo é fortemente influenciada pela compostgfianeio e fatores fisico-quimicos,
como a temperatura, pH e oxigénio dissolvido. Aspnea de substratos lipidicos, como
fonte de carbono, revela-se uma condi¢ao chavegpraducéo destas enzimas, uma vez
que as lipases sdo enzimas induziveis, ou sejaa producdo resulta da resposta a um
estimulo especifico (Papagora et al., 2013; Tréiehal., 2009).

1.3.2 Aplicacéo biotecnoldgica e industrial

As lipases representam o terceiro maior grupo ndymdo de enzimas industriais,
com um rendimento de cerca de mil milh6es de délpoe ano (Amara et al., 2009). O
facto de estas enzimas apresentarem estabilidadlentes organicos, afinidade para
com diversos substratos, elevada seletividade alissaem reacdes na presenca de
cofatores de baixo custo, torna-as num alvo imptetpara diversas industrias (Godoy et
al., 2012).

A versatilidade das lipases leva a que tenham wawadg aplicacdo nas industrias
alimentar, de detergentes, farmacéutica, de cotéxtjl, cosmética e de papel. A
capacidade de sintese das lipases tem sido amprerplorada para a producdo de

polimeros biodegradaveis e gorduras com elevador \@mercial, como € o caso da

manteiga de cacau (Hasan et al., 2006).

Tal como as proteases, as lipases sdo tambémadéizem detergentes variados,
para remocao de nodoas de gordura, reduzindo asstifizacdo de quimicos e 0s custos
energéticos (lavagens a baixas temperaturas). diestiia. do papel e do couro, as lipases

sdo utilizadas no tratamento da madeira e pelepetigamente, para remocédo de



compostos hidrofébicos, facilitando processos sdgsi As lipases sao ainda capazes de
catalisar reacOes de transesterificacdo, permitassom, a producao de biodiesel a partir

de Oleos vegetais e gorduras animais (Zhu etGil1)2
1.4Enzimas industriais

E facto que, com o aumento da populagédo mundialansequente aumento das suas
necessidades, a humanidade cada vez mais depeha#atmologia, de modo a atender as
suas necessidades, melhorando a sua qualidadedaes \permitindo a sustentabilidade
industrial e ambiental (Vaishnav & Demain, 2009¢sh¢ contexto, as industrias atuais tém
recorrido a alternativas capazes de respondercassidades crescentes das populacgdes e,
ao mesmo tempo, diminuir a utilizacdo de recursiis renovaveis e 0 impacto sobre o
meio ambiente. Assim, diversos materiais de origetural tém sido utilizados para
substituir ou complementar as tecnologias conveagsp como é 0 caso das enzimas
(Jegannathan & Nielsen, 2013).

Tal como ja foi referido anteriormente, as enzirs@s ubiquas a todos os sistemas
vivos, sendo responsaveis por catalisar as reagdé@wmicas, que permitem a sua
sobrevivéncia e reproducéo, de forma rapida, saladieficiente (Vaishnav & Demain,
2009). O facto de as enzimas conservarem as stegarésticas fora dos sistemas vivos,
tem vindo a permitir a sua utilizagdo como biodssaores em diversos processos
industriais e ambientais (Abedi et al., 2011).

A utilizagcdo de enzimas como biocatalizadores emegssos industriais e ambientais
requer estudos prévios de modelacdo e otimizac&ocdadi¢cbes fisico-quimicas que
influenciam de forma direta a sua atividade e/cadpcdo. Este € um importante passo
para que se possa compreender, como é que es@egepas influenciam a producdo de

enzimas.

A metodologia de superficie resposRegponse Surface MethodoloBEM) é uma
ferramenta estatistica muito Util para modelacanaise de problemas cujas respostas sao
influenciadas por varias variaveis, com o objetil principal de otimizar as respostas
(Montgomery, 2007). Os diversos fatores implicadd® variados simultaneamente
permitindo a realizagdo de um numero limitado deeteexperimentais, representando uma

abordagem analitica mais rapida e mais economicpe® tradicional em que, os estudos
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de otimizacdo sdo realizados variando uma varileecada vez, mantendo os outros

constante (Macedo et al., 2004; Papagora et dl3)20

A RSM tem sido amplamente utilizada na modelacaotimizacdo de diversos
processos biotecnoldgicos, como por exemplo, maizdcdo das condicdes de atividade
de enzimas (ex.: lipases), relacionando diversmsds fisico-quimicos (temperatura, pH,
fonte de carbono e azoto, entre outros) (Hasand@stki et al., 2012; Papagora et al.,
2013). Uma das matrizes mais utilizadas em RSMn#&atiz central composita rotativa
(Central Composite Rotatable Desjg@CRD), que permite relacionar as diferentes

variaveis para otimizacéo da resposta através sentles experimentais.

A CCRD consiste em trés conjuntos de ensaios @rpatais: 1) uma matriz fatorial
das variaveis em estudo, cada uma com dois niwgisinfo, -1 e maximo, 1); 2) um
conjunto de pontos estrela, representadosoper - (sendoa=V2) que resultam das
medianas dos pontos fatoriais e permitem testaec@sdo do modelo; 3) varias repeticdes
do ponto central, que se consideram constantesorgo |dos ensaios experimentais

(representados na tabela 3.1 da secdo Materia&t@dk) (Montgomery, 2007).

A nivel industrial, a maioria das enzimas utilizadsio obtidas por aplicacdo de
técnicas de manipulagdo molecular (tecnologia deA Détombinante e engenharia de
proteinas), permitindo a obtengdo de enzimas copripdades necessarias para processos
industriais especificos e em gquantidades considerg¥bedi et al., 2011; Vaishnav &
Demain, 2009).

Os avancos na genética e na microbiologia tiveram grande impacto nas
tecnologias de producédo de enzimas, como refent&riarmente. Por isso, é de extrema
importancia pratica que os microrganismos prodstdeeenzimas sejam identificados. As
técnicas de identificacdo gendmicas, baseadas agbee de PCR tém-se demonstrado
uma boa alternativa na identificacdo de uma vadiedie microrganismos, revelando-se
ser robustas e discriminatorias, permitindo redaairecessidade de um longo periodo de

cultura e processos de identificacdo morfologidaresos (Alves et al., 2007).

O Rep-PCR é uma técnica de tipagem genética mtilivada na caracterizacao e
identificacdo de espécies bacterianas. Este mdtasigia-se na amplificacdo, via PCR, de
sequéncias palindromicas repetitivee)), presentes em genomas bacterianos, utilizando
primers especificos. A amplificacdo gera uma série denfieagos de DNA que, quando
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separados em géis de agarose, formam um padraandesmuito especifico para cada
microrganismo (Adiguzel et al., 2009; Alves et &007). E um método extremamente
fiavel, reprodutivel, rapido e altamente discrinivia pelo que permite a identificacdo de

microrganismos a nivel das espécies e estirpeg@adi et al., 2009; Healy et al., 2005).
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2. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo principalestudo de enzimas
extracelulares de microrganismos marinhos resisseatTBT recolhidos nos maiores

portos maritimos portugueses.
Os objetivos especificos do trabalho foram:

- Estudar e isolar microrganismos resistentes a TRiEtentes em
portos maritimos distintos em Portugal;

- Detetar atividades de lipases e proteases extlacetu em
microrganismos resistentes a elevadas concentragdeBsT;

- Caracterizar as proteases e otimizar a atividadexttatos lipoliticos
extracelulares, variando as condicbes de temperaguipH, pela
metodologia de superficie de resposta;

- ldentificar os microrganismos, resistentes a elagacbncentracdes
de TBT, produtores de enzimas extracelulares.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Amostragem

As amostras de agua foram recolhidas em sete |poatsarios ao longo da costa
portuguesa: Pdévoa de VarzinV;( 41.376120,-8.766945), Leixded ;( 41.195238,-
8.684177), Aveiro A; 40.645899,-8.727098), Figueira da Féz 40.146848,-8.849176),
Peniche P; 39.355422,-9.375479), Setubabt( 38.521228,-8.887277) e Sines; (
37.950219,-8.864599).

Nos diferentes portos a recolha de um total de 2 agla foi feita na maré baixa, em
profundidade e junto ao sedimento, utilizando umaada tipo Van-Dorn, sendo que 1L
foi utilizado para andlises quimicas e o restaata p recolha dos microrganismbssitu,
com recurso a uma sonda multi-paramétrica (Harsteuments Inc, HI9828, Italia), foram
registados 0s seguintes parametros fisico-quimitmaperatura (°C); salinidade (%o);

oxigénio dissolvido (%); pH; condutividade (WS:&mne profundidade (m).

As amostras recolhidas foram transportadas paahardtério numa arca refrigerada, e
processadas em menos de 8 horas.

3.2 Analise quimica de metais e compostos estanhados

A analise de diversos metais foi realizada no Latdoio Central de Andlises da
Universidade de Aveiro (Aveiro, Portugal): pratagfAcadmio (Cd), cobalto (Co), cromio
(Cr), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), nigidi), chumbo (Pb), estréncio (Sr),
zinco (Zn), estanho (Sn) e mercurio (Hg). As anasstle agua foram acidificadas e
posteriormente analisadas por espectrofotometrial@fe- MS. As amostras foram
ilonizadas por ICP e posteriormente identificadasy®.

As analises quimicas a monobutilestanho, dibusitdst e tributilestanho (MBT,
DBT e TBT) das amostras portuarias foram realizagak® Laboratorio de Andlises do
Instituto Superior Técnico (Lisboa, Portugal), imihdo o método espectrométrico GC-
MS.
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3.3Preparacgao da solugaatock de tributilestanho (TBT) e do meio seletivo

Na preparacdo da solugc@bock de tributilestanho (1.23M) (TBT, 96% pureza;
Sigma-Aldrich, Espanha), este foi dissolvido emnetaabsoluto (Panreac Quimica,

Espanha), sendo posteriormente armazenado nunmelenalo e a temperatura ambiente.

O meio seletivo utilizado para o crescimento mi@nb foi o Tryptic Soy Agar
(TSA, Sharlau, Espanha), suplementado com 1.5%) (devNaCl (Panreac, Espanha) e
TBT a concentracfes crescentes (0.1, 1 e 3 mMJjlosas concentracdes de TBT ajustadas
para totalizar 1% de solvente no meio. Foram pesjusr meios para o0 controlo
suplementado com 1% de etanol.

3.4Processamento laboratorial das amostras e isolamentlos microrganismos

Em laboratério as amostras de agua foram filtradescuo sendo 0s microrganismos
concentrados a superficie de filtros de porosidgdal a 0.45 pm e didmetro 47 mm
(Sartorius Stedim Biotech, Alemanha). Posteriormeos$ filtros foram colocados em
placas de Petri contendo o meio seletivo e incubaad30°C entre 24 a 96 horas,
dependendo da capacidade de crescimento dos nanrengps. Para cada concentragéo de
TBT foram feitas filtragoes de diferentes volumes a@mostra de cada local e em
triplicados, de modo a que no final se obtivessaimaros contaveis de unidades
formadoras de colénias (UFC entre 9-90). Passadempo de incubacédo, as UFC, a
concentracdo maxima de TBT (3 mM), foram escolh@ttaforma aleatéria para cada local
de amostragem, tendo em conta diferentes cardidasisfenotipicas diferentes. Os

microrganismos foram isolados por riscados sucessobtendo no final culturas puras.

Os microrganismos isolados foram mantidos em pdatzanbém criopreservados em
meio Triptic Soy Broth(TSB, Sharlau, Espanha) com 20% (v/v) de glicar€d0°C.

Os isolados forma enumerados de acordo com o ldeakmostragem, sendo
designados pela inicial de cada local (exemplo: g&ta Peniche e V2, para Povoa de

Varzim).
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3.5 Tipagem genética dos microrganismos

A tipagem genética dos isolados obtidos na presea@mM de TBT foi realizada por
andlise das sequéncias rdpepetitive Element Polindromjycom uma etapa prévia de

extracdo do DNA genomico, segundo o que se desdeegeguida.
3.5.1 Extracdo de DNA gendmico

Numa primeira etapa, prepararam-se culturas freseasda isolado por inoculacao
de uma colonia em 500 pL de TSB com 1.5% de Na€stas foram incubadas num
agitador orbitalovernighta 30°C (200 rpm). ApGs o periodo de incubacaostesiu-se
250 pL de cultura para um microtubo estéril e dpiiska centrifugou-se a 15680gpor 5
minutos, de modo a recolher as células. Descadoa-sobrenadante e pellet foi
ressuspendido em 50 pL de tampéo TE 1x (10 mM TnmsM EDTA). Adicionou-se 5 pL
de lisozima (10 mg/mL de agua estéril) e incuboa<¥°C por 1 hora. Posteriormente,
adicionou-se 50 pL de solucdo de liggefomic DNA purification kit Fermentas,
Alemanha) e voltou-se a incubar a 65°C por 10 @imtou-se 100 pL de cloroférmio,
agitou-se vigorosamente e posteriormente centriftegoa 15680 y por mais 5 min. A
fase aquosa adicionou-se 100 pL de isopropanalptsido esta previamente transferida
para um novo microtubo, e homogeneizou-se a mis@ieatrifugou-se a 15680gpor 10
min e descartou-se o sobrenadantepelet foi lavado com 100 pL de etanol a 70% e
voltou-se a centrifugar por 5 min. O sobrenadante descartado e @ellet seco a
temperatura ambiente. Por fimpelletfoi ressuspendido em 40-50 puL de tampé&o TE 1x e
por eletroforese em gel de agarose a 0.8% avali@uepialidade das amostras de DNA de

cada isolado. As amostras foram conservadas a.-20°C
3.5.2Rep-PCR

O rep-PCR é um método de tipagem que consiste mifigacdo via PCR de
elementos repetitivos, presentes em genomas laaweri utilizandgrimers especificos
(Adiguzel et al., 2009; Alves et al., 2007).

Na reacdo de PCR foram utilizados dmisners REP 1R (51IIICGICGICATCIGGC-
3) e REP 2 (BICGICTTATCIGGCCTAC-3) (Stab Vida, Portugal), para uma mistura
reacional final de 25 pL. Previamente preparouese,condi¢cdes de esterilidade, uma

mistura com um volume de 24 uL contendo: 11.15 @Bgla ultrapura, 5 uL de tampao a
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5x (Promega, EUA), 3 pL de MgL(25mM; Promega, EUA), 1.5 da solugédo de dNTP
(2mM; Bioline, GB), 1.25 pL de DMSO (99.5 %, Sigikdrich, EUA), 1 pL de cada
primer (10mM) e 0.1 pL déaq DNA polimerase (Promega, EUA). A mistura adiciorssu

1 pL de DNA extraido de cada isolado e a reacacomérolo negativo 1 pL de agua
ultrapura. As reagbes de amplificagcdo por PCR foraalizadas num termociclador
(MyCycler Thermal Cycler, Bio-Rad, EUA) segundosaguintes condi¢cdes: desnaturacao
inicial a 95°C por 5min, 30 ciclos de desnaturag&@°C por 1 min, emparelhamento a
40°C por 1 min, uma etapa de extenséo a 65°C pn &0 ciclos) e uma extensao final a

65°C por 16 min. ApOs o0 processo as amostras fareamazenadas a -20°C.

Os produtos de amplificacdo foram analisados petrafbrese em gel de agarose
(1.5% m/v), a 80v durante 150 min. Os géis foramados com uma solucdo de brometo
de etidio e digitalzados (Gel-Doc; Bio-Rad,EUA).

3.5.3 Andlise do perfil genético pelo método de Dice/lUPGM

A analise dos padrbes obtidos por rep-PCR reakeogom recurso asoftware
Gelcompar Il (versédo 3.0; Applied Maths, Kortrijgélgica), pelo método UPGMA
(“Unweighted Pair Group Method using ArithmeticA. relacdo entre os perfis de cada
isolado foi demonstrada por um dendrograma e ardwécoeficiente de Dice obteve-se a
similaridade entre os mesmos (Ateba & Mbewe, 2003)perfis de isolados com valores
de similaridade igual ou superior a 94% foram adersidos como sendo 0s mesmos.

3.6 Detecado de atividades enzimaticas extracelularesSereening de microrganismos

produtores de enzimas extracelulares em meio solido

Apés a obtencdo dos diferentes isolados, proceglea-sletecdo das atividades
proteoliticas e lipoliticas de cada microrganisfara tal, meios diferenciais contendo os
substratos para as enzimas em estudo foram prega@emitindo assim, uma avaliacio
qualitativa da atividade enzimatica.

3.6.1 Screening de microrganismos produtores de proteases extracdaues

Para a detecdo da atividade proteolitica prepazomeio TSA suplementado com
1% (v/v) deskim milk (Molico, Nestlé, Portugal) (adaptado de Kasanalgt2011).
Primeiramente preparou-se uma solucaoskien milka 10%, tendo sido esterilizada a

121°C por 15 min. Apos os 15 min, retirou-se ac@duda autoclave de modo a promover
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um rapido arrefecimento e evitar que a lactosetid@mo skim milk, caramelizasse,
alterando as propriedades do mesmo. Por fim, foi@thdo ao TSA a uma temperatura de
50°C, homogeneizou-se suavemente e distribuiu-seplaoas de Petri com 90mm de

diametro.

Inoculou-se uma coldnia de cada isolado e as pfacas incubadas a 30°C entre 24
a 96 horas. Apds o crescimento, a producdo de gaeseextracelulares foi feita por
observacdo direta das placas. A existéncia de hedosparentes a volta das coldnias
indicou a degradacao do substrato existente no deequltivo (Kasana et al., 2011).

3.6.2 Screening de microrganismos produtores de lipase extraceluta

A producdo de lipases extracelulares foi detetaddo pcrescimento dos
microrganismos em meio solido suplementado conteaeerodamina B, um corante que
juntamente com os acidos gordos, libertados pellise de triacilgliceréis, forma um
complexo fluorescente quando exposto a luz ulttetdo(adaptado de Kouker & Jaeger,
1987).

A preparacdo do meio solido de crescimento divedilem trés etapas principais:

i. Preparacdo da emulséo lipoidal, constituida pomBQde azeite virgem extra
(9° sentido, Portugal) e 250 pL de emulsionatieen 80 (Scharlau,
Espanha),em 50 mL agua destilada;

ii. Preparacdo do meio base, constituido por 4.5 gatte nutritivo (Merck,
Alemanha), 1.25 g de extrato de levedura (Merclenfdnha) e 10 g de agar
(Merck, Alemanha), dissolvidos em 450 mL de agustildela.

ii. Preparacdo da solucdo de rodamina B (Sigma-Ald&th), dissolvendo-se

50 mg de rodamina B em 50 ml de agua destiladalesté

A emulsao lipoidal e o meio base foram preparade&sterilizados na autoclave
separadamente, a 121°C por 15 min. A solucdo deamod B foi preparada a parte das
restantes e foi esterilizada por filtragéo. A erfaléipoidal juntou-se, de forma asséptica,
20 mL da solugéo de rodamina B e misturou-se. Desst@ra, 50 mL foram adicionadas
ao meio base. Por fim, a mistura final foi distidauem placas de Petri de 90mm de
diametro e seguidamente procedeu-se a inoculaggiondworganismos. As placas foram

incubadas a 30°C entre 48 a 96 horas e a obserdagamducéo de lipases foi feita sob
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luz ultravioleta a 350 nm, pelo que presenca demsamas deu-se pela formacéo de halos

com fluorescéncia laranja em redor das colénias.

Os isolados com maior potencial na producao dedpaxtracelulares foram entao

escolhidos para ensaios posteriores.
3.7 Analise de proteases extracelulares por zimografia

A zimografia é uma técnica de eletroforese que isaph co-polimerizacdo de um
substrato em gel de poliacrilamida, de modo a detetatividade de enzimas (Wilkesman
& Kurz, 2009). Neste trabalho foram utilizadas comrmostras os extratos, livres de

células, resultantes do crescimento dos microrgapsem meio TSB com 1.5% de NaCl.

Os géis de poliacrilamida, contendo como subst@al8o (m/v) a gelatina, e o
procedimento foi realizado de acordo com o descpgty Saraiva (2009). Apoés
polimerizacdo dos geéis, 30 uL de cada amostrafdlcaala no gel e a eletroforese foi

realizada a voltagem constante (100 V durante 90, @m ambiente refrigerado.

3.8 Determinacao da atividade lipolitica extracelular

3.8.1 Condicdes de fermentacao

A producao de lipases foi realizada por inoculaga® bactérias num meio mineral
basal, contendo na sua composic¢éo (g/L): 1 g datexde levedura (Merck, Alemanha), 2
g de NaCl (Panreac, Espanha), 0.6 g de Mg8®O (Merck, Alemanha), 0.5 g de
(NH4)2SO, (Merck, Alemanha), 0.3 g de KRO, (Panreac, Espanha), 0.3 g dgHRO,
(Merck, Alemanha), 0.01% (m/v) de Ca@H,O (Merck, Alemanha), 1% (v/v) de azeite
virgem extra (9° sentido, Portugal) e 20% (v/v deite) detween80 (Scharlau, Espanha)
(adaptado de Joseph et al., 2012; Papagora 204B).

Para a realizagdo dos crescimentos, uma colonzadie isolado foi inoculada em
tubos de ensaio com meio TSB (10ml) com 1.5% Na@keseguida incubadas num
agitador orbital a 30°C (130 rpm), até atingiremauskensidade otica (DO) de 0.6 £ 0.1
(600 nm). Emerlenmeyersle 500 mL, 1.5 ml de inéculo (1% v/v) foi adicioloaa 150

mL de meio mineral basal. As culturas foram incaisaa 30° (150 rpm).
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3.8.2Curvas de crescimento

Para os isolados com maior potencial na producalipdses extracelulares foram
realizadas curvas de crescimento, de modo a defit@mpo que demoram a atingir a fase
estacionaria, nas condicdes de crescimento anterde descritas (subsecédo 3.9.1). Isto
porgue, € na fase estacionaria que se registadagi#o maxima de enzimas (Stinson &
Merrick, 1974) Os crescimentos dos microrganisnos maior potencial na producao de
lipases extracelulares foram feitos em duplicadaismam controlo negativo que néo foi

inoculado.
3.8.3 Atividade lipolitica

Pelas curvas de crescimento o tempo de incubac@efinido para 35h (dados néo
apresentados). Apos o periodo de incubacéo, agasiforam centrifugadas a 12850 x
por 15 min, o sobrenadante (extrato enzimaticooprigti recolhido e congelado a -80°C
em aliquotas de 500 pL, para posterior avaliac&tidialade lipolitica.

A determinacdo da atividade lipolitica extraceldarcada isolado foi realizada por
um meétodo espectrofotométrico que estima a qualdidiep-nitrofenol @-NP) libertado
durante a hidrolise do substrgpenitrofenil palmitato p-NPP), adaptado do método de
Winkler e Stuckmann (1979). Em 10 mL de isopropafissolveram-se 30 mg ¢eNPP
(Sigma-Aldrich, EUA) e juntou-se 90 mL de um tampépH determinado para o estudo.
Transferiu-se 2.4 ml da solucéo PP para um tubo de ensaio e adicionou-se 100 pL
de extrato enzimatico. A mistura reacional foi inada por 30 min, variando a temperatura
e 0 pH em causa, para testar a atividade enzim@jpads o periodo de incubacédo as
reacOes foram interrompidas por adi¢do de 100 LI3800 mM) (adaptado de Gupta et
al., 2002). De seguida, as amostras foram cenadfag a 16168 g por 5 min para
clarificar a solugdo, sendo a absorvancia do sebi@rte medida a 405 nm (Hasan-
Beikdashti et al., 2012; Joseph et al., 2012).

A atividade lipolitica foi calculada através dabeleacdo de curvas de calibracéo de
p-NP com concentragfes variaveis entre os 0.5 —@0nk, a diferentes valores de pH
uma vez que @-NP apresenta diferentes coeficientes de absorgdlarm diferentes
valores de pH. Nas reacdes a pH acido, no finaledgdo, adicionou-se de 100 pl de

NaOH a 500 mM, de modo a aumentar o pH da reagdioceder-se a leitura da atividade.
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Uma unidade de atividade lipolitica (U) foi defimsiccomo a quantidade de enzima
necessaria para libertar 1 nmol@BP mirn*mL™ (Winkler & Stuckmann, 1979).

3.8.4 Metodologia das superficies de resposta

Os extratos enzimaticos dos microrganismos queseptaam maior potencial na
producéo de lipases extracelulares foram escollmdms esta etapa do trabalho. Através da
RSM as condicbes de atividade em que enzimas opéemperatura e pH) foram

otimizadas.

Foram realizados ensaios distintos de modo a pattteizar -se as condicdes de
atividade, tendo em conta as duas variaveis end@&stutemperatura e o pH. Para tal
elaborou-se uma matriz central compdsita rotatv@RD) de dois fatores {2em que
k=2) com os respetivos testes de modelacdo e aipdiz da atividade lipolitica (Tabela
3.1). De acordo com a CCRD formulada, fez-se vaidemperatura entre os 8.9°C e
51.2°C, e 0 pH entre 4.7 e 10.5, e a atividadem@tada pelo ensaio ¢geNPP.

Tabela 3.1 —Matriz Central Composita Rotativa codificada e de#icada dos ensaios de
atividade lipolitica para os diferentes isoladosestudo.

Matriz Codificada Matriz Descodificada
Ensaio T (°C) pH T (°C) pH
1 -1 -1 15 5.5
2 1 -1 45 5.5 Matriz fatorial
3 -1 1 15 9.5 2K
4 1 1 45 9.5
5 S 0 8.9 7.5
6 o 0 51.2 7.5 Pontos estrela
7 0 a 30 4.7 a=\2
8 0 a 30 10.5
9 0 0 30 7.5
10 0 0 30 7.5 Repeticdes do
11 0 0 30 7.5 ponto central
12 0 0 30 7.5
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3.9 Identificacdo dos isolados produtores de enzimas
3.9.1 “Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time Of Flight — Mass
Spectrometry” ( MALDI — TOF MS)

Todos os isolados produtores de enzimas extracedulforam submetidos a
identificacdo por MALDI-TOF MS, pel8ervicio de Microbiologia, Hospital S. Pedro de
Alcantara em Céceres (Espanha). Esta técnica bsseia ionizacdo das amostras (cultura
de microrganismos), previamente dissolvidas numac&o de matriz (geralmente um
acido organico), expostas a pulsos de laser. Astasovaporizadas e ha ionizagdo das
proteinas. Cria-se um campo eletromagnético, s 38e acelerados e entram num tunel
de voo. O tempo que os analitos demoram a chegdetbor {ime of flight -TOF) é
medido com precisdo, sendo este definido pelo gauonizacdo e pela massa das
proteinas. No final gera-se um espectro caradtarjstspecifico e Unico para cada espécie.
Com recurso a umsoftware,0s espectros sdo comparados com um banco de dados d
referéncias, baseando-se em similaridades. Um dal@imilaridade acima de 2.0 indica
uma identificagdo a nivel de espécie e um valorpreandido entre 2.0 e 1.7 indica uma

identificacdo fidvel a nivel do género (Wieserlet2012).
3.10 Analises estatisticas

As andlises estatisticas dos resultados foramsfeitan recurso asoftware
GraphPad Prism 6 para Windows. Para tal fez-s@lsgsarde variancia com um fat@rge-
way ANOVA), seguido pelo teste de Tukey para demonsraxisténcia de diferencas
estatisticamente significativas entre tratamentopel teste de Dunnet de modo a
comparar os tratamentos com o controlo. O nivesigeificancia foi definido pelo R
0.05.
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4. Resultados

4.1 Caracteristicas fisico-quimicas dos locais de amoatiem

Na tabela 4.1 encontram-se descritos os paramsios-quimicos registados nos
diferentes locais de amostragem.

Tabela 4.1 - Propriedades fisico-quimicas das aguas amostrgdaa a recolha dos
microrganismos — na PAvoa de Varzim, Leixdes, Aydtigueira da Foz, Peniche, Setubal e Sines.

Parametros P\?;/rg?r:e LeixBes Aveiro FOiIguFe(i)rZa Peniche Setubal Sines
Tem?%f‘t”ra 13.6 141 115 13.5 178 158  16.1

pH 8.7 8.9 8.1 8.3 7.8 8.8 9.0
Salinidade (%)  34.5 342 374 37.3 318 279 3458
Co(r\}sgfig’rigf;de 463 473 529 462 438 39 473
OD (%) 92.5 480 820 76.0 69.3 999  99.0

me“(rr‘r?)idade 3.0 8.0 7.5 5.0 65 35 40

4.2 Analise quimica de metais e compostos estanhadosepentes nas amostras de
agua
Nas amostras de agua recolhidas foram detetadaasbaboncentracdes de pelo

menos um metal (Anexo ).

A concentracdo de compostos estanhados (MBT, DBBT9, em todas as amostras
de &gua, foi inferior a 50 ng/L.

4.3 Percentagem de resistentes isolados

O crescimento dos microrganismos foi realizado emiosh com concentracdes
crescentes de TBT (0.1, 1 e 3 mM), com o objetikincpal de isolar microrganismos

resistentes a concentracdo maxima de TBT testada.

Pela figura 4.1, é possivel observar o cresciméosomicrorganismos nas diferentes
concentracdes de teste. No entanto, a medida qoeneentracdo de TBT aumenta,

verifica-se uma diminuicdo no numero de unidadesd&odoras de coldnias por mililitro
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(UFC.mL?Y), e consequente diminuicdo da percentagem de mamismos resistentes, em
relacédo ao controlo.

Relativamente & concentracdo de 0.1 mM, Pd6voa deirwdoi o local onde se
obteve maior percentagem de resistentes (45.4686Que apresentou menor percentagem
foi Setubal (2.56%). A concentracdo de 1 mM, veoifise uma diminuicdo abrupta da
percentagem de resistentes para a maioria dos |@can excecao de Peniche que registou
a maior percentagem (8.28%). A menor percentagenmedistada para Aveiro com 0.26%
de microrganismos resistentes. Para a concentnag&ima de TBT (3mM), a maior
percentagem de resistentes foi outra vez regigtada Peniche (7.67%) e Setubal foi o

local com menor percentagem de resistentes (0.08 %)

A concentracdo méaxima foi isolado um total de 13Gronganismos, sendo estes, 0s

mais resistentes, utilizados para a realizacamsi@@s posteriores.
4.4 Tipagem genética dos microrganismos por rep-PCR

A tipagem dos microrganismos foi realizada potiae&e padrdes obtidos por rep-
PCR, permitindo verificar a variabilidade de migamismos presentes nas amostras de
cada local, permitindo que apenas microrganismiesetites fossem utilizados nas etapas

seguintes.

A similaridade genética entre os diferentes mi@nrgmos é dada pelo dendrograma
da figura 4.2. E possivel observar que alguns mgerismos possuem perfis genéticos
muito similares, sendo que perfis com similaridageal ou superior a 94% foram
considerados como sendo os mesmos. Portanto,laddsajue se encontram agrupados a

direita da linha vermelha pertencem a mesma espécie

Tendo em conta a variabilidade de microrganismmssentes nas amostras de cada
local de amostragem, Pévoa de Varzim foi o local gpresentou maior variabilidade, com
vinte e um microrganismos diferentes, e Penicheofddcal com menor variabilidade

microbiana, com apenas cinco microrganismos difegsen

Dos 157 microrganismos resistentes a TBT, 111 faransiderados diferentes entre

Si.
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Figura 4.1 - Gréaficos referentes as ufc/mL e percentagens sisteates, para cada local de
amostragem, a concentracdes crescentes de TBT1(@13mM). Os * indicam a existéncia de
diferengas estatisticamente significativas entr@nasstras e o controlo {0.05).
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Figura 4.2 —Dendrograma da relacéo entre os padrdes obtidoepd?CR, de todos os isolados,
pelo método de coeficiente de Dice e UPGMA. Osipeld isolados com valores de similaridade
igual ou superior a 94% (direita da linha vermefiogdm considerados como sendo 0s mesmos.
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4.5Detecao de atividades enziméaticas extracelulares

ApOs a obtencdo dos isolados diferentes, proceeglews screening dos
microrganismos produtores de lipases e proteadescebulares. A presenca de proteases
extracelulares foi detetada por observacao diggothcas, contendo meikim milk apos
0 crescimento dos isolados. A formacdo de um haldefradacdo a volta das colonias
indicou a presenca de proteases extracelularesirdfigl.3a). Na tabela 4.2 estdo
representados os isolados que produziram proteasexcelulares, sendo L23, L31, F3,

F19, A2 e A1l os que apresentaram maior atividaokeglitica.

A producao de lipases extracelulares foi detetada lsase no teste de rodamina B.
Apéds o crescimento dos microrganismos, verificouss® luz UV a 350 nm, a formacéo
de um halo com fluorescéncia laranja a volta d&na@s dos microrganismos, indicando a
presenca das enzimas (figura 4.3b). Os isoladosAR3,L2 e V25 foram os que
apresentaram fluorescéncia mais intensa, apresEntaaior potencial na producédo de

enzimas, sendo estes selecionados para os ensatimizacdo da atividade lipolitica.

Figura 4.3 — Isolados produtores de enzimas extracelulares, @dbse 96h de incubacao,
respetivamentea) Isolados de Aveiro - A11 (metade superior) produatgases extracelulares e
A15 nao.b) Isolados da Povoa de Varzim - V25 (canto inferiogitb) € o Unico a produzir lipases
extracelulares.

Dos diferentes isolados obtidos, um total de 14onganismos produziram enzimas
extracelulares, sendo que algumas produzem sinealta@nte proteases e lipases (tabela
4.2). Para todos os locais de amostragem, pelo snemomicrorganismo foi capaz de

produzir uma das enzimas, com exceg¢éo de Peniche.
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Tabela 4.2 —Microrganismos produtores de proteases e/ou lipagéscelulares. (+) Pouca
atividade; (++) atividade intermédia; (+++) muitavaade.

Isolados Proteases Lipases
V25 + +++
V26 + +

L2 ++ +++
L17 ++ -
L23 +++ -
L31 +++ -
F3 +++ +++
F19 +++ ++
A2 +++ +++
All +++ ++
St21 + -
S7 - +
S13 - +
S15 - +

4.6 Andlise de proteases extracelulares por zimografia

As proteases extracelulares foram caracterizadaszipwgrafia, utilizando como
substrato a gelatina, permitindo detetar a ativedamloteolitica dos extratos, mais
concretamente a atividade gelatinolitica.

Por observacao do gel da figura 4.4 verifica-se @pextratos de todos os isolados,

com excecao de St21, foram capazes de produzegses capazes de degradar a gelatina.

150 w—
100 w=——
75 w—
50 m—
37

25
20 m—

Figura 4.4 —Zimografia em gel de poliacrilamida com gelatinal¢@), de extratos dos isolados
produtores de proteases crescidos em meio TSB d&¥h de NaCl. Os extratos de L2, L30 e V29
foram utilizados como controlos negativos.
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4.7 Determinagéo da atividade lipolitica

4.7.1 Modelacao e otimizacdo das condi¢des reacionais pars extratos lipoliticos

Nesta etapa do trabalho, os extratos lipoliticasidolados, que apresentaram maior
atividade em meio rodamina B, obtidos apds 35hedmdntacdo em meio liquido, foram
submetidos a ensaios distintos, de acordo com uatdznoentral compdésita rotativa, tendo
em conta dois parametros fisicos: a temperaturaptl.oNa tabela 4.3 encontram-se
descritas a condi¢des reacionais e os respetivosesale atividade obtidos.

Os valores de atividade obtidos para os ensaidigkadas a pH acidos (marcados
com um asterisco) foram descartados por serem ¢hevos, impossibilitando assim a
modelacao e otimizacdo das condi¢cfes reacionasnpetiodologia de superficie resposta.
Portanto optou-se por fazer uma outra abordagem a®mesultados obtidos, a qual é
mencionada abaixo. Para tal um ensaio adicion&l 8 foi realizado de modo a obter-se

um valor intermédio de pH, para os testes que segue

4.7.2Influéncia da temperatura e do pH nas atividades do extratos lipoliticos de

cada isolado

Uma vez que os valores registados para pH acideamfoinconclusivos,
impossibilitando a realizacdo da RSM, optou-setpstar a influéncia que a temperatura e
o pH teriam nas atividades dos extratos, aprow#itas resultados obtidos nos ensaios a
pH neutro e basico. A uma temperatura fixa (30%2}sfe variar o pH (7.5, 9 e 10.5)
(figura 4.5), e a um pH fixo (7.5) fez-se variatemnperatura (8.9, 30 e 52.1° C). No
entanto, tendo em conta que os valores de atividaged 7.5 para as temperaturas de
8.9°C e 51.2°C foram nulos (ensaios 5 e 6 da tah8)a comparou-se as atividades dos
extratos lipoliticos dos isolados a pH 7.5 e a mafira de 30°C (figura 4.6).

Na tabela 4.4 encontram-se descritas as condig@esonais que foram utilizadas
para esta abordagem e os respetivos valores ddaaév E possivel verificar que, os
extratos lipoliticos do isolado A2, ndo apresentanhuma atividade em nenhumas das

condi¢cbes, embora tenha apresentado uma ativigagdaea com meio rodamina B.
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Tabela 4.3 -Atividade lipolitica (U/mL) dos isolados F3, A2, 1&2V25, apds 30 min de reagdo, para cada ensaBCe&d. (n.d) indica os valores de
atividade n&o determinados.

Matriz Codificada | Matriz Descodificada Atividade lipolitica (U/mL) de isolados

Ensaio| T (°C) pH T(°C) pH F3 A2 L2 V25

1 -1 -1 15 5.5 n.d n.d n.d n.d

2 1 -1 45 5.5 n.d n.d n.d n.d

3 -1 1 15 9.5 3 0 3 3

4 1 1 45 9.5 1 0 0 0

5 o 0 8.9 7.5 0 0 0 0

6 o 0 51.2 7.5 0 0 0 0

7 0 0 30 4.7 n.d n.d n.d n.d

8 0 o 30 10.5 0 0 0 0

9 0 0 30 7.5 3 0 2 3

10 0 0 30 7.5 3 0 2 4

11 0 0 30 7.5 3 0 2 2

12 0 0 30 7.5 3 0 2 3
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Tabela 4.4-Influéncia da temperatura e o pH na atividade fiijpal (U/mL) de cada isolado.

Atividade lipolitica (U/mL) de cada isolado

Temperatura F3 A2 L2 V25 pH
3 0 2 3 7.5
30°C 8 0 4 2 9
0 0 0 0 10.5
pH Temperatura
0 0 0 0 8.9°C
7.5 8 0 4 2 30°C
0 0 0 0 51.2°C

Na figura 4.5 encontram-se representados os gsafice demostram o efeito de
diferentes pH, a temperatura de 30°C, na atividideextratos lipoliticos dos isolados.
Pode-se observar que a pH 10.5 nenhum dos exaptesenta atividade lipolitica. Para os
extratos dos isolados L2 e F3, os valores de atiMdipolitica a pH 9 (4 U/mL e 8 U/mL,
respetivamente) foram superiores aos do pH 7.91f#.& 3 U/mL, respetivamente). Para

o0 isolado V25 registou-se um valor de atividadelitgca superior a pH 7.5 (3 U/mL).

L2 F3

-
(=]
I
=
L=}
]

o
L
o

1

Atividade lipolitica (WmL) a 30°C
*
Atividade lipolitica (UimL) a 30°C

10.5 10.5

Atividade lipolitica (UimL) a 30°C

8 10.5
pH

Figura 4.5 —Efeito do pH na atividade dos extratos lipolitictss isolados F3,L.2 e V25. Os (*)
indicam a existéncia de diferencas estatisticamsigpaificativas entre as amostras a<[0.05
(ANOVA, teste de Tukey)
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Pela figura 4.6, pode-se observar que o extratasdiado F3 apresentou maior
atividade lipolitica (8 U/mL) em relagdo aos outmdratos. No entanto, o extrato do
isolado L2 apresentou o dobro da atividade do &xwa5 (2 U/mL).

10+ %*
2
=, &
(1]
o
£
2
[11]
o
[1°]
o]
=
b
F3 A2
Isolados

Figura 4.6 — Atividades lipoliticas dos diferentes isolados a pH e a 30°C. Os (*) indicam a
existéncia de diferencas estatisticamente sigtifesientre as amostras a p < 0.05 (ANOVA, teste
de Tukey).

4.8Identificacdo dos microrganismos produtores de enaias extracelulares

Os microrganismos produtores de enzimas extraceBilBoram identificados por
MALDI-TOF, encontrando-se os isolados e as respstiespécies a que pertencem
apresentados na tabela 4.5. Os isolados L2, L1I7elB319 n&o foram identificados, dada a
sua inexisténcia na base de dadosSdovicio de Microbiologialo Hospital S. Pedro de

Alcantara (Caceres, Espanha).
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Tabela 4.5 -{dentificagéo das espécies dos isolados produtleresizimas extracelulares.

Isolados Microrganismos Gram
V25 Serratia liqguefaciens Negativo
V26 Serratia liquefaciens Negativo

L2 N&o identificado -
L17 N&o identificado -
L23 Serratia marcescens Negativo
L31 N&o identificado -
F3 Serratia marcescens Negativo
F19 N&o identificado -
A2 Serratia marcescens Negativo
All Serratia rubidaea Negativo

Citrobacter freundii(26,8%)
St21 ou werkmanii(36,7%) ou Negativo
braaki (36,3%)

S7 Pseudomonas oleovorans Negativo
S13 Pseudomonas putida Negativo
S15 Pseudomonas oleovorans Negativo
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5. Discussao e Conclusodes

No presente trabalho, um dos principais objetivofde isolar bactérias marinhas
resistentes a TBT. Para tal, os microrganismosrfaecolhidos em sete portos, situados
de norte a sul de Portugal, e submetidos a tesesrekcimento em meio TSA com

concentracdes crescentes de TBT (0.1, 1 e 3mM).

Segundo Suehiro e colaboradores (2007), a ocoa&ecbacterias resistentes a TBT
poderd ndo estar associada a ocorréncia dessemausmtée no ambiente, estando os
mecanismos de resisténcia, normalmente, relaciesnamon a resisténcia a outros
compostos: farmacos (antibidticos); biocidas; cmsindetergentes; solventes organicos e
metais pesados. Tal facto pode explicar a exisiédei bactérias resistentes a TBT, em
todos os locais e nas diferentes concentracdesransinante (figura 4.1 da sec¢éo 4.3),
uma vez que nas amostras de agua recolhidas, esnt@toes de TBT registadas foram
inferiores ao valor limite de detecéo (50 ng/L). &danto, ainda que as concentracdes de
TBT registadas tenham sido inferiores a 50 ng/tydes revelam que concentracdes entre
1 a 2 ng/L apresentam um efeito toxico para algunganismos marinhos (Cruz et al.,
2007).

Cruz e colaboradores (2007) realizaram um trabaiimoque um dos principais
objetivos foi o isolamento e identificacdo de baagresistentes a TBT, recolhidas na Ria
de Aveiro (Portugal). Estes autores consideramébastresistentes a TBT sdo aquelas que
crescem a concentracdes a partir de 0.05mM, sendpas mais resistentes crescem a
concentracdo de 3mM. Por observagcdo da figura verdfica-se que, quanto maior a
concentracdo de contaminante, mais toxico e miti\aeé o meio, sendo que apenas 0S
microrganismos mais resistentes conseguem cref&gehora se tenha observado a
existéncia de microrganismos resistentes a todasomsentracdes testadas, notou-se
também, uma diminuicdo de UCF/mL e, consequentaremliminuicdo da percentagem
de microrganismos resistente. Verificou-se que esgnca de TBT no meio afetou o
crescimento dos microrganismos logo na concentrag&al (0.1mM), havendo uma
diminuicdo de mais de 50% de UFC/mL em relacdocmdralo, o que indica que a essa

concentracdo o contaminante ja é significativamgntieo.

A concentracdo maxima de TBT (3mM), a maior pemgem de resistentes foi

registada para Peniche. Estes resultados podejussiicados, pela possibilidade de um
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histérico de contaminacdo. Cruz e colaboradore®7R@eferem-se a existéncia de um
mecanismo de “resposta de memoria” em que a eXdmsicum agente toxico durante
algum tempo pode aumentar a tolerancia a esseeaigeito. Embora as concentracdes de
compostos estanhados tenham sido inferiores adelioe detecdo, o mecanismo de
“resposta de memodéria” pode ter sido influenciadta gesenca de outros compostos

toxicos, como é o exemplo dos metais pesados @railz, 2007).

A utlizagdo de rep-PCR na tipagem de microrgansntem-se revelado
extremamente Util na caracterizacdo de isolad@s @gpécies sdo desconhecidas, devido a
sua simplicidade, reprodutibilidade e elevada ddpde discriminativa (Paydar et al.,
2013). Este meétodo foi utilizado para caraterizar microrganismos resistentes a
concentracdo de 3mM de TBT e permitiu verificaadabilidade microbiana presente nas

amostras de cada local.

Ainda que fosse expectavel uma baixa variabilidaderobiana, dada a elevada
concentracdo de TBT no meio de crescimento, o gmeata de forma significativa a sua
seletividade, de um total de 157 isolados, 111 nfor@aracterizados e considerados
diferentes (figura 4.2 da secao 4.4). O local quresentou maior variabilidade microbiana
foi Pévoa de Varzim e Peniche foi o local com meratabilidade, com apenas 5 isolados
diferentes. As comunidades microbianas podem setadds pela presenca de
contaminantes no meio, porém, a forma como sdadsstvaria consoante a comunidade,
outros fatores ambientais (pH, temperatura, entt®s), bem como o tempo de exposi¢céo
a essas condi¢cdes. A contaminacdo por metais pespdoexemplo, pode levar a uma
reducdo de diversidade bacteriana. No entanto, nbr&c@ também pode verificar-se
(Haller et al., 2011). A baixa diversidade micral@icobservada nas amostras de Peniche
pode também ser explicada pelo histérico de com@géio acima referido ou mesmo as

distintas caracteristicas fisico-quimicas que allpossui.

Os microrganismos provenientes de ambientes exfralasenvolvem mecanismos
que lhes permitem evoluir e adaptar-se a condif}dies-quimicas extremas, podendo ser
capazes de produzir enzimas ativas e estaveissnesadicdes, o que lhes confere um
elevado potencial a nivel biotecnoldgico e indaktfM. Ferrer et al., 2007). Uma nova
abordagem é o estudo de enzimas extracelulareaatérias resistentes a contaminantes,
no presente caso TBT. Por serem capazes de resigtiesenca desse contaminante,
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podem, por mecanismos associados a essa adaiesg@gir enzimas com caracteristicas

gue as tornam unicas.

O interesse acerca das enzimas microbianas tem csehrente devido a sua
utilizacdo a nivel industrial e o facto de estaygofundamente envolvidas em diversas
funcdes bioldgicas, sendo, importante a existéeimétodos simples, rapidos e seletivos,
gue permitam detetar tais enzimas (R. Gupta e2@D2; Morris et al., 2012). Os métodos
normalmente utilizados nascreening de microrganismos produtores de enzimas
extracelulares sdo qualitativos, pelo que déo mémpéo da presenca ou auséncia de
producdo de uma determinada enzima. A quantidadendiena presente pode ser dada
pela taxa de degradacao (hidrélise) do substrafmetauproducdo do produto (Hasan et al.,
2009; Kasana et al., 2011).

A producdo de proteases e lipases extracelulars mhferentes isolados foi
estudada para as diferentes bactérias resistetBs ,aobtidas apos a caracteriza¢do por
rep-PCR. Como referido anteriormente, a presencanieorganismos produtores de
proteases foi detetada por observacao direta da@splapds o crescimento dos isolados
(figura 4.3a da secao 4.5), havendo formagédo dbalmtransparente em torno da colonia,
resultante da degradacdo da caseina contidakio milk A detecdo de proteases
extracelulares por este método é muito comum, tesido utilizada noscreeningde
microrganismos produtores de proteases alcalin@asprdteases que operam a baixas
temperaturas e de proteases que operam em condig@inidade extremas (Kasana et
al., 2011).

No caso das lipases extracelulares, a producdasifestdetetada com base no teste
da rodamina B, em que, apés o crescimento dosisslaerificou-se, sob luz ultravioleta,
a formacdo de um halo com fluorescéncia laranjaedor dos isolados (figura 4.3b da
secao 4.5). O composto rodamina B € um corantguuiamente com os acidos gordos,
libertados pela hidrélise de triacilglicerdis pnetss no meio, forma um complexo que
apresenta fluorescéncia quando exposto a luz idted® (Jette & Ziomek, 1994). Entre
outros métodos utilizados na detecao de lipaseacettilares, o método de rodamina B,
contendo azeite emulsionado, é considerado o meli@r a detecdo de microrganismos
produtores de lipases. Kouker e Jaeger (1987) delenam este método de detecdo em
placa por forma a ser mais especifico e sensivielemificacdo de bactérias produtoras de

lipase. Para além de ser menos dispendioso, estelongermite distinguir as lipases das
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esterases, impedindo a obtencdo de falsos positi€ios et al., 2001; Kouker & Jaeger,
1987).

Os microrganismos de todos os locais de amostrageduziram pelo menos uma
das enzimas extracelulares, com a excecao dosrgaciemos de Peniche (tabela 4.2 da
secao 4.5). A baixa diversidade microbiana registaalra este local pode ser uma das
causas, dado que a probabilidade de se encontramenorganismos produtores de
enzimas € menor do que para 0s outros locais. Boo dado, a exposicdo destes
microrganismos em particular a elevadas concerdmag@e TBT pode ter inibido a
producdo das enzimas extracelulares. A influéncaT8T na atividade de algumas
hidrolases intracelulares (ATPagegalactosidase e fosfatase alcalina) é conhecaténp
tanto quanto sabemos, a sua influéncia ndo € deéradaspara as enzimas em estudo

(Tseng & Cooney, 1995; White et al., 1999), nempgdoco nos organismos em causa.

A zimografia é uma técnica de eletroforese que icaph co-polimerizacdo de um
substrato em gel de poliacrilamida, de modo a deeetaracterizar a atividade de enzimas
(Wilkesman & Kurz, 2009). Neste trabalho, esta i&weio complementar os resultados
obtidos na detecado e, para tal, a gelatina fozath como substrato para a detecao da
proteolitica dos extratos. Por observacdo do gdiigisa 4.4 (secdo 4.6) notou-se que
alguns os extratos isolados ndo exibiram atividagesar de terem apresentado atividade
em placa. A auséncia de atividade nesses extraties ger justificada pela especificidade
das proteases para com o substrato. Uma vez quiestrato utilizado foi a gelatina, essas
proteases podem ndo apresentar atividade gel&inoio sendo portanto capazes de
degradar a gelatina presente no gel (Katunuma.,e@05; Saraiva, 2009). Para alguns
extratos verificou-se a presenca de bandas comdsptes a mais que um peso molecular
no gel. De acordo com Saraiva (2009), a presengiasibandas pode indicar a producgao
de proteases diferentes ou a producdo das mesnmxaoma conformacdes diferentes,
levando a que tenham diferentes pontos de mignagdyel. Para cada banda n&o é correto
assumir a existéncia de proteases iguais, umatedragao molecular e bioquimica mais
aprofundada serda necessaria para uma melhor camspreedos resultados obtidos.
Contudo, sabe-se que algumas das proteases destesrganismos apresentam
especificidade de substrato, tanto para a caseim® @ara a gelatina. O estudo de
proteases extracelulares éderomonas realizado por Zacaria e colaboradores (2010),

também demonstrou a especificidade de extratosodegses para esses dois substratos.
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Os resultados da detecdo enzimética comprovaranbagtérias resistentes a TBT
possuem a capacidade de produzir enzimas extrasulNo entanto, para que o seu
potencial biotecnolégico fosse avaliado foi necegsanalisar quantitativamente as

atividades a diferentes condi¢cdes de pH e tempasatu

Como referido anteriormente, as condicbes de atiddde enzimas podem ser
otimizadas, relacionando os fatores fisico-quimicpsla metodologia de superficie
resposta (Hasan-Beikdashti et al., 2012). Os edrgpoliticos das bactérias resistentes a
TBT que possuiram maior atividade em placa (F3 A2¢ V25) foram selecionadas para
0S ensaios de otimizacdo da producdo de lipasedso tem conta dois fatores: a
temperatura e o pH. Os ensaios de atividade foeafizados pelo método geNPP, nas
condicdes de temperatura e pH obtidos atraves tiizrda CCRD, estando os valores de
atividade registados na tabela 4.3 (subsecéo 4.7.1)

O p-nitrofenil palmitato (p-NPP) é um éster de ¢admnga utilizado como
substrato, em substituicao a triacilglicerois reiyrpara medir a atividade lipolitica. A sua
hidrolise por acéo das lipases leva a libertacap-derofenil, um composto amarelo, e a
atividade é determinada por espectrofotometria USM¥él, sendo este método rapido,
especifico e sensivel (Gilham & Lehner, 2005; Nptatet al., 2002; Wang et al., 2012).

No presente trabalho, os valores de atividadeitipal obtidos nos ensaios a pHs
acidos foram inconclusivos. Segundo Gilham e Leli@@05), a utilizacdo do ensaio ple
NPP a pHs &cidos ndo € muito aconselhavel vistoagaksorvancia do p-NP, libertado
durante a reacao de hidrdlise, é afetada pelo pHtudo, 0s mesmos autores sugerem que
este problema pode ser contornado, aumento o phiddara reacional ap6s o culminar da
reacdo. Estudos recentes (Joseph et al., 2012gétapet al., 2013; Ulker & Karghu,
2012) também utilizaram este método para a queatdio de lipases extracelulares a pH
acido. Neste trabalho, no final das reacfes a pétbscadicionou-se NaOH de modo a
aumentar o pH e registar-se os valores reais dendbgia. Porém, ndo foi possivel a
obtencado dos valores reais da absorvancia, levasgbrestimacao da atividade lipolitica.
Seria necesséria a utilizagdo de um outro método €pemplo método titrimétrico) de
modo a que fosse possivel comparar e comprovavidaate real das enzimas. Ja para 0s
ensaios a pH neutro e basicos, os valores de adiwiddo tiveram esta interferéncia, uma

vez que a absorvancia do p-NP nao foi afetada.
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Posto isto, ndo foi possivel a otimizacdo das q@edi de atividade por RSM,
optando-se assim por uma outra abordagem. Aprowetas resultados obtidos nos
ensaios a pH neutro e basico, testaram-se asnofagque a temperatura e o pH tiveram

nas atividades dos extratos.

Para a temperatura fixa de 30°C fez-se variar ¢7p5] 9, 10.5) e verificou-se que o
extrato lipolitico de A2 foi o Unico que ndo aprgsel nenhuma atividade (tabela 4.4 da
subsecéo 4.7.2), embora tenha tido uma atividagtefisativa em meio rodamina B. A
perda de atividade lipolitica registada por esteaéx pode ter sido causada pelo processo
de congelacéo a -80°C, a que os extratos foramedidos antes da realizacdo dos ensaios,
revelando serem possivelmente mais sensiveis, rapessiguns autores referirem que as
proteinas microbianas podem ser armazenadas eng@esdnenos ideais, sem a perda
significativa da sua atividade (R. Gupta et al.020 Para os restantes foram registadas
atividades a pH 7.5 e 9, mas néo se registaramadies a pH 10.5 (figura 4.5 da subsecéo
4.7.2). Tal registou-se porque, segundo, Ulker mégdu (2012), a maior parte das lipases
microbianas possuem atividade, considerada Gtinmaargama de pH compreendida entre
7 a 9. Por apresentarem uma maior atividade a p&$ 9pases de F3 (8U/mL) e L2 (4
U/mL) sédo consideradas lipases extracelulares imdsal pelo que podem apresentar
aplicabilidade a nivel biotecnoldgico, podendo aglicadas na industria de detergentes
(Lailaja & Chandrasekaran, 2013). Por outro lads, extratos lipoliticos de V25
apresentaram uma maior atividade a pH 7.5, sendsideradas lipases preferencialmente

neutras.

Relativamente a influéncia da temperatura na adeddos extratos, a pH 7.5, 30°C
demostrou ser a Unica a que os extratos apresentdradade lipolitica (figura 4.6 da
subsecao 4.7.2). Tal j4 era esperado uma vez goetias temperaturas de teste (8.9°C e
51.2°C) sdo temperaturas extremas, previamentaidiedi pela CCRD (tabela 4.3 da
subsecéo 4.7.1). Comparativamente aos outros extratextrato de F3 apresentou maior
atividade lipolitica (8 U/ml). Contudo, apesar densbnstrativos da capacidade ou nao
capacidade destas enzimas para atuarem a tempsratiremas, a abordagem em causa
nao foi a mais adequada para se definir uma temyparéatima de atividade, dado a gama
pouco abrangente de valores de temperatura. Psistoestudos posteriores deverao ser

realizados para se ajustar as gamas estudadas.
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As espécies a que os isolados produtores de eneixtraselulares pertencem foram
identificadas por MALDI-TOF-MS (tabela 4.5 da se@é8). Foi possivel verificar que
alguns isolados considerados distintos por rep-R&&Rencem a mesma espécie. Como
referido anteriormente, a técnica de rep-PCR perm#o soO a identificacdo das espécies,
como também a distincdo de microrganismos ao miaslsubespécies (Adiguzel et al.,
2009; Healy et al., 2005). Neste sentido, e apdsare ter verificado que alguns isolados
pertencem a mesma espeécie, estes isolados podemageera estirpes diferentes, podendo
ter por isso também caracteristicas metabolicasetifes e consequentemente produzir
compostos com caracteristicas. Tal verificou-sa parisolados V25 e V26, sendo ambos
Serratia liquefacienspara os isolados L23, F3 e A2 que foram idemiifas como sendo

Serratia marcescens S7 e S15 que s&seudomonas oleovorans

As espécies identificadas, grande parte pertersentss génerosSerratia e

Pseudomonasao na sua maioria patogénicas, estando relatzEsrainfecdes hospitalares

e a resisténcias a antibidticos (Kurz et al., 2083pe-se ainda que, a producéo de lipases
e proteases extracelulares por microrganismos,nénacse estreitamente relacionada com
o potencial infecioso de alguns e serem importangsses mesmos processos (Saraiva,
2009). Tal veio corroborar alguns dos resultaddsremmmente obtidos, homeadamente a
existéncia de microrganismos resistentes a TBTpeoducdo de enzimas extracelulares
pelos mesmos. Contudo, quatro bactérias ndo fodentificadas, visto terem sido
comparadas com registos de bactérias do bancodies dthospital S. Pedro de Alcantara
em Caceres (Espanha), pelo que poderédo nao estaiakas a mecanismos patogenicos e

desse modo ndo terem sido identificadas.

O estudo realizado por Tseng e Cooney (1995) repoocorréncia déeseudomonas
putida TBT-6, Pseudomonas sBP-4 capazes de resistir a TBT, por dois mecanismos
enzimaticos diferentes, isoladas de sedimentoshidos no Porto de Boston (EUA). Jude
e colaboradores (2004) também reportaram a capkcikPseudomonas stutzersolada
de sedimentos do Porto Arcachon (Frangagistir a TBT, associando essa resisténcia ao
mecanismo de bomba de efluxo, situadas na memlmitoasmatica. As bactérias da
espécieSerratia liquefaciengdoram também identificadas como sendo resistenfEBTa
(Jude et al.,, 1996). Par€itrobacter sp. Cruz e colabarodores (2007) registaram

crescimento da mesma a 3mM de TBT, sendo portasistente a esse contaminante.
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Relativamente a producdo de enzimas extracelulasegénerodfseudomonae
Serratiatém sido amplamente estudados, como fontes repatisas para a producdo de
lipases e proteases extracelulares (Hasan et086, Xuddus & Ramteke, 2012). Embora
no presente trabalho néo se tenha detetado a peederiipases para o gen&ibrobacter,
Gunasekaran e colaboradores (2006) isolaram umtegse alcalina deCitrobacter
freundii, uma das possibilidades obtidas na identificadétuada por MALDI-TOF-MS,

como uma homologia de 26.8%.

O presente estudo permitiu identificar microrgamisnresistentes a TBT, com
capacidade de producdo enzimas extracelulares, atamente lipases e proteases. As
lipases extracelulares de dois isolados (F3 e lethastraram ser preferencialmente
alcalinas, podendo ter aplicabilidade na indusieadetergentes. Demonstrou-se que as
bactérias resistentes a TBT sdo também capazesodezp proteases extracelulares,
provavelmente diferentes entre si. Com a idengicados microrganismos tornou-se mais
clara a capacidade de resistirem a TBT e de progluzenzimas extracelulares, sendo
essas capacidades retratadas por outros autoresntdlioto, o facto de possuirem essas
capacidades em simultaneo representa uma aborday@nndo estando ainda descrita.
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6. Perspetivas futuras

Visto que, e como referido ao longo do trabalho,nusrorganismos possuem
capacidade de resistirem e adaptarem-se a condigii@entais diversas, podendo por isso
produzir enzimas com propriedades ainda ndo exlonais concretamente a capacidade
de bactérias marinhas resistentes a TBT produziesmmimas extracelulares. Seria
importante perceber quais os mecanismos que lhesitpetal adaptacdo e a eventual
influéncia que o TBT em especifico pode possuirpnaducdo de lipases e proteases

extracelulares.

Tendo em conta que os estudos realizados acerqaataases extracelulares foram
qualitativos, seria interessante uma andlise giaéind da atividade dessas enzimas, de
modo a perceber-se o0 seu real potencial biotecimolégalém da avaliacdo da diversidade
das mesmas, efetuada neste estudo. Uma vez caahecidaioria das espécies produtoras
de enzimas extracelulares, seria também relevan®inaizacdo dos processos de
fermentacéo, tendo em conta as condi¢cdes otimasode a maximizar-se a producao de

enzimas extracelulares.

Sendo que, algumas destas bactérias produtoraszteas sdo reconhecidamente
patogénicas e frequentemente associadas a mudtidresas, a analise dos potenciais
mecanismos de resisténcia a farmacos (resistérmiaye! devido a também resisténcia ao
composto em causa estudado) e o envolvimento dasn&n nos processos de
patogenicidade — ambas (proteases e lipases) esidab por estarem geralmente
envolvidas neste tipo de processos - abrem-se sppdea futuras aplicacbes na area

farmacéutica.

Neste estudo, de um total de 111 microrganismostatns e distintos, focou-se na
investigacdo de 14 bactérias. No futuro a idestifio das restantes bactérias isoladas e a
comparacao do potencial de producédo de enzimas lattérias da mesma espécie, mas
de locais diferentes, e bactérias diferentes donmodscal, seria um cenario interessante a
ser analisado. Isto permitira perceber a influérads ambientes na adaptacdo dos
microrganismos assim como, a sua influéncia noredemento de mecanismos distintos
que lhes conferem um potencial acrescido, danddaamais relevo a importancia da
bioprospeccdo da grande diversidade de microrgasismarinhos existentes nos

diferentes ambientes, habitats e nichos.
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Anexo |

Tabela | — Resultados das analises de metais nastrash de agua recolhidas. (L1 — Povoa
de Varzim; L2 — Leix0es; L3 — Aveiro; L4 — Figueida Foz; L5 — Peniche; L6 —
Setubal: L7 — Sines)

Refd do Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn

Cliente | (pg/L) | (no/L) | (uo/L) | (ng/ll) | (uo/L) | (no/L) | (uo/L)
L1 <5 <2 <50 <2 1.57E+01 <5 2.3E+01
L2 <5 1.77E+01 <50 <2 <10 <5 3.6E+01
L3 <5 <2 <50 <2 <10 <5 <20
L4 <5 <2 <50 <2 <10 <5 <20
L5 <5 <2 <50 <2 <10 <5 <20
L6 <5 <2 <50 <2 <10 <5 <20
L7 <5 <2 <50 <2 1.08E+01 <5 <20

Tabela | (cont.) — Resultados das analises de snesai amostras de agua recolhidas. (L1 —
Povoa de Varzim; L2 — Leixdes; L3 — Aveiro; L4 g&éira da Foz; L5 — Peniche; L6
— Setubal: L7 — Sines)

Ref2 do Sr Ag Cd Sn Pb Hg

Cliente | (pg/L) | (ug/L) | (uo/L) | (no/lL) | (pg/lL) | (ug/L)
L1 8.6E+03 <10 <1 <5 <2 <0.5
L2 9.13E+03| <10 <1 <5 2.2E+00  <0.5
L3 8.94E+03| <10 <1 <5 <2 <0.5
L4 6.54E+03| <10 <1 <5 <2 <0.5
L5 9.23E+03| <10 <1 <5 <2 <0.5
L6 7.65E+03| <10 <1 <5 <2 <0.5
L7 9.07E+03| <10 <1 <5 <2 <0.5
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