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PRODUCAO DE ENZIMAS QUERATINASES EM LARGA ESCALA VISANDO
APLICACAO NA AREA AMBIENTAL

ANDRESSA JANAINA WARKEN 2*, SIMONE KUBENECK?, HELEN TREICHEL?>*

1 INTRODUCAO

As queratinases sao enzimas capazes de hidrolisar residuos contendo queratina que devido a
baixa produgdo relativa apresenta alto custo na forma comercial. A queratina ¢ uma proteina que
pode ser encontrada em pelos, penas, bicos e cascos de mamiferos e aves (DIPANKAR; BHAN,
2019), sendo composta por ligagdes cruzadas de dissulfetos e hidrogénio e caracterizada pela sua
estabilidade, resisténcia e impermeabilidade (GOPINATH et al., 2015).

As queratinases (EC 3.4.21 / 24 / 99.11) por sua vez sdo enzimas proteases capazes de
hidrolisarem queratinas por meio de processos fermentativos ambiental e economicamente viaveis
devido a sua capacidade de promover a degradacdo da queratina através de reacdes proteoliticas e
da reducao de lidacdes dissulfeto (SRIVASTAVA et al., 2020).

Atualmente no Brasil, residuos industriais contendo queratina sao gerados em grande escala
diariamente advindos, por exemplo, da producdo de carne suina, que segundo a Associa¢do
Brasileira de Prote¢ao Animal (2018) produz cerca de quatro mil toneladas de carne anualmente, o
que resulta residuos como pelos suinos que acabam em aterros ou incinerados (AGRAHARI;
WADHWA, 2010).

Neste sentido, a produgdo de queratinase por meio de processos de baixo custo aliado a
utilizacdo de residuos agroindustrias, se demonstra vidvel devido a valoragdo do residuo em
questdo, bem como, ao alto custo agregado a enzima comercial, a baixa produgdo desta enzima e a
escassez de estudos nesta area, justifica a sua producdo em larga escala via utilizacdo de
microrganismos € processos de baixo custo para posterior aplicacdo em produtos de interesse

comercial.
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2 OBJETIVOS
Avaliar a produgdo da enzima queratinase em larga escala, utilizando microrganismos com
potencial de producdao dessa enzima, bem como caracterizar e avaliar a estabilidade enzimatica

visando posterior aplicagdo na drea ambiental.

3 METODOLOGIA

Para a composi¢ao do substrato, utilizou-se residuo queratinoso advindo de pelos suinos os
quais foram coletados de uma agroindustria local e armazenados a -4°C. Posteriormente passou por
uma reducdo da carga microbiana ao ser lavado em agua corrente e seco a 60°C durante 4 horas
conforme adaptagdo da metodologia de Calin e colaboradores (2017).

A produgdo da queratinase foi executada em biorreator com volume total de 3L, ao qual
foram adicionados 3L de tampao TRIS HCI 50mM pH 8,5 e 10g/L de pelos suinos como substrato e
fonte de carbono, nitrogénio e fosforo conforme adaptacdo de Preczeski e colaboradores (2020). O
biorreator contendo os itens citados anteriormente foi esterilizado em autoclave a 120°C e 1,1atm
durante 40 minutos (BONATTO et al.,, 2020) para posterior adi¢do do indculo contendo o
microrganismo Fusarium oxysporum.

A medida de atividade enzimdtica foi determinada conforme adaptagdo de Bressolier e
colaboradores (1999), na qual foram utilizados 3,2mL de tampao TRIS HCI 50mM pH 8,5, 0,013g
de azoqueratina comercial (SIGMA-ALDRICH Keratin Azure K8500) e 0,8mL do extrato
enzimdtico obtido. Apos a adicdo dos componentes a solugdo foi colocada em banho
ultratermostatico a 50°C durante 1 hora e posteriormente a reacdo cessada com a adi¢do de 0,8mL
de 4cido tricloroacético 10% (TCA).

A absorbancia das amostras foi medida a 595nm e o teor de proteina medido seguindo o
método de Bradford (1976), através de albumina de soro bovino como padrdo (SIGMA A3294) e a
estabilidade avaliada a cada 7 dias ap6s o fim da fermentag¢do no 9° dia. A caracterizagdo do extrato
foi realizada em diferentes temperaturas e pHs, neste sentido, avaliou-se o comportamento do
extrato obtido em pH entre 6,38 e 10,62 e temperatura entre 21 ¢ 78°C, por meio dos tampodes Tris
HCI 50 mM pH 8,5, Carbonato/Bicarbonato de S6dio 50 mM pH 10 e 10,62 e Fosfato de Sédio 50
mM pH 6,38 ¢ 7,0.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
A fermentacao realizada utilizando o microrganismo Fusarium oxysporum teve a duracao de
9 dias nos quais foram realizadas medidas didrias da atividade enzimaética e teor de proteina para a

obtencao da atividade (U/mL) e da atividade especifica (U/mg) conforme a Tabela 1 abaixo.
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Tabela 1. Atividade enzimatica

DIA ATIVIDADE ATIVIDADE ESPECIFICA
(U/ML) (UMG)
0 4,17 21,22
1 3,80 27,34
2 6,83 89,85
3 9,33 89,88
4 10,5 71,70
5 10,83 89,91
6 21,00 89,92
7 39,00 266,39
8 16,33 18,55
9 23,33 15,69

Fonte: a autora.

A partir dos dados obtidos durante a fermentacdo enzimatica pode-se perceber que a
atividade enzimatica nestas condi¢cdes aumenta gradualmente até o sétimo dia atingindo o apice de
seu resultado com um aumento de aproximadamente 9,4 vezes em comparagdo atividade inicial
medida e de aproximadamente 12,55 vezes em comparacdo a atividade especifica medida no
primeiro dia. Apos o fim da fermentagdo o extrato permaneceu estdvel em aproximadamente
12U/ml durante o periodo avaliado.

Conforme a avaliacdo da caracterizacao enzimatica observada em diferentes temperaturas, pHs e
tampodes, pode-se observar que o aumento da atividade enzimatica se da com o aumento do pH e da
temperatura, neste sentido, as melhores atividades enzimdticas obtidas podem ser observadas
segundo a Tabela 2, o que demostra que a enzima gerada através da utilizacao de pelos suinos como

substrato apresenta melhores resultados em pHs alcalinos aliados a altas temperaturas.

Tabela 2. Melhores resultados obtidos durante a caracterizagcao enzimatica.

TAMPAO TEMPERATURA pH ATIVIDADE
(°C) ESPECIFICA
(U/ML)
Carbonato/ 70 10,00 55,40
Bicarbonato
Carbonato/ 50 10,62 26,50
Bicarbonato
TRIS HCI1 78,28 8,50 27
50mM
Fosfato de Sodio 70 7,00 17,80
50mM

Fonte: a autora.
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5 CONCLUSAO

Conforme os resultados obtidos ao longo da pesquisa, a fermentacdo utilizando como
substrato residuo agroindustrial de pelos suinos e o microrganismo Fusarium oxysporum, para a
producdo de enzimas queratinases pode-se concluir que o processo ¢ eficaz para a ampliacao de
escala tendo em vista o baixo custo de sua aplicagdo, a utilizacdo de residuos gerados em larga
escala industrialmente e o resultado obtido ao fim do sétimo dia de fermentacdo que mostrou um
incremento significativo em comparacdo ao estado inicial da fermentacdo. A caracterizacdo do
extrato obtido demonstrou que a enzima apresenta predilecdo por processos com pHs alcalinos e em

temperaturas mais elevadas.
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