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1 Introducio

A utilizacdo de processos biologicos na resolugdo de problemas ambientais tais como o
gerenciamento inadequado de residuos so6lidos, tem se mostrado muito promissor. A aplicagao
de enzimas nesses processos pode ser muito ampla, porém um problema que afeta qualquer
industria de transformagdo, como por exemplo a alimenticia, ¢ a recuperacdo e a purificagdo

dessas proteinas.

Técnicas eficientes e de baixo custo que possibilitam a concentracdo e a recuperagao
enzimatica sao muito desejaveis. As técnicas de precipitacao utilizando sais e/ou solventes sdo
muito utilizadas em operacdes de concentracdo e pré-purificagdo de proteinas. A precipitagdo
com sais ocasiona o aumento da for¢a ionica fazendo com que as moléculas se agrupem e
precipitem (Borzani et al., 2001), j4, os solventes, aumentam a atracao entre as moléculas de
proteinas devido as constantes dielétricas, formando agregados que atingem proporgdes

macroscopicas e precipitam.

Nesse contexto, a utilizacdo das enzimas queratinases pré-purificadas em processos
biologicos que visam o gerenciamento de residuos queratinosos, como a biodegradagado, pode
ser uma alternativa promissora, uma vez que essas enzimas tém alta especificidade pela

queratina.
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2 Objetivos

Avaliar estratégias e processos de concentracdo de queratinases visando posterior

aplicagdo na degradacdo de pelos suinos.
3 Material e Métodos

Os pelos suinos utilizados como substrato de queratina para este estudo foram coletados
de uma agroindustria local e passaram por pré-tratamento, no qual ficaram submersos em
alcool 70% por 4 horas e apds foram secos por 24 horas a 70°C £2°C. A obtencdo das
enzimas queratinases foi feita através de fermentacdo em estado submerso, em que se utilizou
2,2x10° esporos/ml do microrganismo isolado de penas de galinha coletadas em solo de
propriedades rurais, juntamente com 1 grama de substrato ¢ 100 ml de tampao TRIS HCI 50

mM (pH 8,5) e incubadas em agitador orbital a 110 rpm, 28°C por 6 dias.

Com o extrato enzimatico empregou-se técnicas de precipitacdo variando o tipo de
solvente (50%) e o tipo de sal (0,5mol/L), utilizado acetona e etanol como solventes e NaCl e
(NH4).SO, como sais. Os solventes foram adicionados ao extrato enzimatico através de uma
bomba peristaltica utilizando uma vazao de 10 ml/min em banho de gelo. Posteriormente o
extrato enzimatico com sal ou solvente foi centrifugado a 9500 rpm por 20 minutos a 4°C e o
precipitado foi ressuspenso utilizando 5 ml de tampao TRIS HCI 50 mM (pH 8,5) e utilizado

para quantifica¢do da atividade enzimatica.

A medida de atividade enzimatica foi realizada conforme adaptagdo de Bressolier et al.
(1999), em que uma amostra do extrato enzimatico foi misturada em 3,2 ml de tampao TRIS
HCI1 50mM (pH 8,5) juntamente de 0,013g de azoqueratina e mantida por 1 hora a 50°C em
banho ultratermostatico. A absorbancia das amostras foi medida em espectrofotometro a
595 nm. A determinacdo do teor de proteina do extrato enzimatico foi realizada por meio do

método de Bradford (1976), utilizando abulmina de soro bovino como padrao (Sigma A3294).

Os testes de degradacao dos pelos suinos se conduziram com o extrato enzimatico pré-
purificado em tubos de ensaio com, aproximadamente, 0,1 grama de pelo e cerca de 7 ml do
extrato enzimatico, por 3 meses. Ao fim do periodo foi verificado se houve degradacio dos

pelos por meio da perda de massa.
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4 Resultados e Discussao

A técnica de precipitacdo enzimatica utilizando sais e/ou solventes orgénicos obteve

valores de atividade enzimatica elevados, como pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados da técnica de precipitagdo com sais e solventes.

Ensaios Condicies Atividade (U/mL) Fator de Purificagiio
Enzima Bruta - 180,00 100
l Acetona 209,00 088
. Etanol 210,25 0.97
3 Acetona + Na(Cl 269.25 0,88
4 Acetona + (NHshS0, 2232 00 0.%1
5 Etanol + NaCl 230,00 087
& Etanol + (NH4):50. 172,00 0,70
7 NaCl 255,00 103
5 (NH4 2804 256,75 0,99

Apesar do método de precipitagdo nao resultar em fatores de purificagdo
consideravelmente maiores do que 1,0, a atividade enzimatica resultante do método em alguns
ensaios foi superior a atividade obtida para o extrato bruto, alcangando um aumento de

49,58% no ensaio 3.

Ja nos testes de degradagdo utilizando o extrato enzimatico concentrado, a maior
degradacao se deu no ensaio 1, como pode ser observado na Tabela 2, ao qual a precipitacao
foi realizada com acetona. E possivel que a composi¢io quimica dos agentes utilizados no
processo de precipitacdo ocasiona uma mudanga na a¢ao posterior das enzimas frente ao pelo

suino.

Tabela 2. Resultados dos testes de degradacdo com o extrato enzimatico purificado.

Ensaios Degradagio (%)
1 34,90

12,80

11.40

1,20

8,70

2.40

19,10

9,20

20~ ool e e D

5 Conclusao

A purificacdo das enzimas queratinases utilizando a técnica de precipitacdo mostrou
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resultados de atividade enzimadtica elevados quando comparado com o extrato bruto. Para os
testes de degradacdo utilizando o extrato enzimatico concentrado pode-se notar que o ensaio 1
foi de maior degradacdo. Pode-se salientar a possibilidade de que a formulacdo quimica dos
agentes precipitantes age diferentemente na acdo das enzimas, mostrando que as maiores

atividades ndo estdo intimamente relacionadas com as maiores degradacoes.
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