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1 Introducéo

A queratina € uma proteina presente em diversos organismos como mamiferos e aves, e
pode ser encontrada em pelos, penas, bicos e cascos (DIPANKAR; BHAN, 2019), por ser
formada por estruturas tridimensionais que possuem ligacbes de dissulfeto e pontes de
hidrogénio e pode ser classificada em a-queratina ou PB-queratina, sendo a a-queratina
encontrada em mamiferos, e a B-queratina em aves e repteis (CHEN; MCKITTRICK; ANDRE,
2012; WANG et al., 2016). Por conta dessas caracteristicas os residuos queratinosos sao de
dificil degradacéo e acabam sendo prejudiciais ao meio ambiente.

No Brasil, estima-se que por ano séo produzidas 4 milhdes de toneladas de producéo de
carne suina (ABPA, 2022). Por conta da alta demanda de residuos que contém queratina, € a
mesma ser de dificil degradacdo, as queratinases tornam-se uma aliada nesse processo. As
queratinases também podem ser utilizadas em outros processos, como fabricacdes de biogas,
fertilizantes e também na industria farmacéutica.
2 Objetivo

Avaliar o potencial de producdo de queratinases por microrganismos isolados de
residuos queratinosos, bem como, a purificacdo dos extratos enzimaticos obtidos por meio de

sistema aquoso bifasico para posterior aplicagdo na degradacéo de pelos suinos.
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3 Metodologia

3.1 Matéria prima

Os residuos queratinosos usados neste estudo foram pelos de suinos obtidos de
agroindustria e propriedades rurais. Os residuos queratinosos foram mantidos em embalagens
de polietileno, sendo armazenados a -4°C.
3.2 Selecdo do microrganismo produtor de queratinases

Conforme a metodologia de Preczeski e colaboradores (2020) para fermentacdo
submersa, foram utilizados os pelos de suinos como substrato. O meio que foi utilizado para
fermentacdo foi composto de 10g.L-1 de pelos de suino, 0,1L de tampéo Tris HCI 50mM, e o
inéculo contendo o microrganismo Aspergillus, que foi escolhido como o produtor de
queratinase. O meio foi incubado no agitador orbital a 150RPM.
3.3 Fermenta¢do submersa

Foi realizada a autoclavagem do biorreator contendo o tampdo, o substrato e
posteriormente adicionado o indculo, no inicio da fermentacdo. Foram verificadas as atividades
enzimaticas diariamente conforme a medida das absorbancias obtidas durante o periodo de
fermentacao, e a partir dessas medidas foram calculadas a atividade e a atividade especifica das
enzimas presentes no substrato, até o nono dia da fermentacéo.
3.4 Determinacdo da atividade enzimatica

A quantificacdo da atividade queratinolitica foi realizada conforme a metodologia de
Bressollier e colaboradores (1999), a qual consiste em 0,8 mL da enzima, 3,2 mL de tampéo
Tris HCI e 0,013g de azoqueratina, que apos foi para o banho ultratermostatico a 50°C durante
uma hora. Para encerrar a reacdo foi utilizado 0,8mL de &cido tricloroacético 10% e medido a
absorbancia no espectrofotdometro a 595nm.
3.5 Determinacdo do teor de proteina

O teor de proteina do extrato enzimatico bruto e purificado foi determinado pelo método
de Bradford (1976), utilizando albumina de soro bovino como padrédo (SIGMA A3294).
3.6 Sistema Aquoso Bifasico (SAB)

Para o sistema aquoso bifasico (SAB) foram utilizados os sais Fosfato de Sodio e
Cloreto de Sodio, e 0 mesmo foi realizado conforme a metodologia de Albertsson (1986), o

qual continha 40% peso/volume de sal e 50% peso/volume de polietilenoglicol (PEG), com



massa molar igual a 1500, variando as concentra¢cBes do extrato enzimatico, nas solucgdes

aplicadas. As solucGes foram agitadas no vortex e colocadas em banho de gelo a 5°C por 20
minutos. Apds a separacdo de fases em topo e fundo, foi realizado a medida de atividades do
sobrenadante e precipitado.
4 Resultados e Discusséo

A fermentacdo foi realizada utilizando o microrganismo Aspergillus, durante nove dias
nos quais foram realizadas as medidas diarias da atividade enzimaética e teor de proteina para
obter a atividade (U/mL) e a atividade especifica (U/mg). As atividades medidas apresentaram
crescimento até o sétimo dia de fermentagdo, conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Resultados obtidos no processo fermentativo em termos de atividade

enzimatica.
Atividade Atividade especifica
Dias (U/mL) (U/mg)
1 9,66 112,30
2 16,50 121,14
3 39,66 188,99
4 52,16 281,63
5 80,66 329,04
6 97,16 307,51
7 63,16 259,97
8 70,16 286,21
9 66,83 247,33

Fonte: Autoria propria

Para o Sistema Aquoso Bifasico (SAB) as amostras que foram utilizadas com fosfato de
sodio e cloreto de sodio apresentaram maiores atividades (U/mL) para topo e fundo conforme
a Tabela 2. As atividades de fundo apresentaram atividades baixas, o que indica que a atividade
enzimatica migrou para o topo do sistema.

Os resultados referentes a purificagéo e ao fator de recuperacdo estdo apresentados na
Tabela 3. Enquanto a adi¢do da solugdo salina aumenta a recuperacdo enzimatica, o fator de
purificacdo diminui, também se nota que a variacdo na quantidade de PEG, influencia

diretamente no fator de purificagéo.



Tabela 2. Atividade especificas ap6s o SAB.

Topo Fundo
Cloreto de sodio Fosfato de sodio Cloreto de sodio Fosfato de sodio

(U/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL)

35,33 158,11 150,75 46,3
250,98 162,61 140,34 10,17
176,66 139,32 97,66 9,192
238,59 150,76 189,56 11,63
243,99 190,27 114,46 12,38
140,33 183,83 88,41 13,54
182,13 202,87 100,46 7,71

Fonte: Autoria propria
Tabela 3. Fator de purificagéo e recuperagéo

Fator de purificacéo (FP) Fator de recuperacéo (FR)
Cloreto de sodio Fosfato de sddio Cloreto de sodio Fosfato de sddio
4,09 2,92 52,00% 35,00%
4,36 3,01 36,00% 23,50%
3,07 2,58 41,00% 25,80%
4,14 2,79 27,00% 18,14%
4,24 3,52 31,00% 17,30%
2,44 3,40 30,70% 19,40%

Fonte: Autoria prépria
5 Concluséo
Através da fermentacdo efetuada utilizando como substrato residuo agroindustrial
proveniente de pelos suinos com a utilizacdo do microrganismo Aspergillus, o qual foi utilizado
para a producdo das enzimas queratinases pode-se concluir que o processo é eficaz quanto a
ampliacdo de escala. Considerando um processo de baixo custo e a utilizagdo de residuos
gerados em larga escala, a aplicacdo desta metodologia para os residuos queratinosos se

mostrou promissora e com eficacia. Para o Sistema Aquoso Bifasico, notou-se que 0s



parametros sal e PEG influenciam diretamente na purificacdo do extrato queratinoso, sendo

uma alternativa economicamente vidvel para uso em ampla escala e também no
desenvolvimento de trabalho cientifico. A purificacdo de queratinases por sistema aquoso

bifasico é uma alternativa sustentavel e eficaz.
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