
0 
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL 

CAMPUS ERECHIM 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIA E TECNOLOGIA AMBIENTAL 

PPGCTA 2018-1 

 

 

 

 

 

 

KARINA PAULA PRECZESKI 

 

 

 

 

 

 

Fusarium oxysporum E Aspergillus sp. COMO PRODUTORES DE QUERATINASES 

UTILIZANDO RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ERECHIM 

2020 

 

https://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=2ahUKEwju3rHd0YfjAhXMHLkGHYUzDF4QjRx6BAgBEAU&url=https://pt.wikipedia.org/wiki/Universidade_Federal_da_Fronteira_Sul&psig=AOvVaw3sn5qbzJR1-kz_qMVYHxxQ&ust=1561655365665439


1 
 
 

KARINA PAULA PRECZESKI 

 

 

 

 

 

 

 

Fusarium oxysporum E Aspergillus sp. COMO PRODUTORES DE QUERATINASES 

UTILIZANDO RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS 

  

 

 

 

 

 

Dissertação de mestrado apresentada ao Programa de Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia 

Ambiental – PPGCTA da Universidade Federal da Fronteira Sul – UFFS Campus Erechim como 

requisito de obtenção do título de Mestre em Ciência e Tecnologia Ambiental. 

 

 

 

 

Orientadora: Profª Drª Helen Treichel 

Coorientadora: Profª Drª Gislaine Fongaro 

 

 

 

 

 

 

 

 

ERECHIM 

2020 

 



2 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bibliotecas da Universidade Federal da Fronteira Sul - UFFS 

Preczeski, Karina Paula 
Fusarium oxysporum E Aspergillus sp. COMO PRODUTORES 

DE QUERATINASES UTILIZANDO RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS /  
Karina Paula Preczeski. -- 2020. 

35 f.:il. 

Orientadora: Doutora Helen Treichel 
Co-orientadora: Doutora Gislaine Fongaro  

Dissertação (Mestrado) - Universidade Federal da 
Fronteira Sul, Programa de Pós-Graduação em Ciência 

e Tecnologia Ambiental, Erechim, RS, 2020. 

1. Pelo suíno. 2. Fungos queratinolíticos. 3. 

Processos biotecnológicos. 4. Precipitação enzimática. 

I. Treichel, Helen, orient. II. Fongaro, Gislaine, 

co-orient. III. Universidade Federal da Fronteira 

Sul. IV. Título. 

Elaborada pelo sistema de Geração Automática de Ficha de Identificação da Obra pela UFFS 

com os dados fornecidos pelo(a) autor(a). 

 



3 
 
 

KARINA PAULA PRECZESKI 

 

 

 

 

Fusarium oxysporum E Aspergillus sp. COMO PRODUTORES DE QUERATINASES 

UTILIZANDO RESÍDUOS AGROINDUSTRIAIS 

 

 

 

Dissertação de mestrado apresentada como requisito para obtenção do título de mestre em 

Ciência e Tecnologia Ambiental pela Universidade Federal da Fronteira Sul – Campus Erechim 

 

 

Este trabalho de conclusão de curso foi defendido e aprovado pela banca em: 30/03/2020 

 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

___________________________________________ 

Aline Viancelli - UNC 

 

___________________________________________ 

Luciane Maria Colla - UPF 

 

___________________________________________ 

Gislaine Fongaro - UFSC 

 

___________________________________________ 

Helen Treichel - UFFS 

 

 

Erechim 

2020 

 



4 
 
 

RESUMO 

Queratinases atuam na hidrólise de queratina, um componente complexo presente em alguns 

resíduos agroindustriais, como pelos suínos e penas de frango. O tratamento destes resíduos é 

importante para sua valorização e para evitar a poluição ambiental. Processos tecnológicos 

mediados por fungos e enzimas são alternativas promissoras para tratamento de resíduos 

recalcitrantes. Considerando isso, o presente estudo avaliou estratégias de obtenção de 

queratinases produzidas por fungos utilizando fermentação submersa (FS) e em estado sólido 

(FES). Dois fungos isolados de resíduos de penas apresentaram potencial para produção de 

queratinases, Fusarium oxysporum e Aspergillus sp. Estas cepas foram utilizadas na FS 

juntamente com penas ou pelos preparados em três diferentes condições (redução da 

concentração microbiana, esterilização e tratamento com peróxido de hidrogênio). A massa 

residual fermentada foi quantificada e testada para nova produção enzimática. O fungo com 

maior capacidade de produzir queratinases na FS foi utilizado para produção de queratinases 

em FES tendo como substrato resíduos de uva e/ou de pelo suíno. O extrato enzimático mais 

promissor de cada fermentação foi conduzido à técnica de precipitação enzimática utilizando 

sais e solventes orgânicos. A maior atividade queratinolítica em FS foi obtida com F. 

oxysporum (243,50 U mL-1) após seis dias de fermentação, utilizando pelo suíno esterilizado. 

Na FES a maior atividade queratinolítica foi obtida em nove dias (518,66 U g-1), utilizando 

somente resíduos de pelos como substrato. Na precipitação enzimática obteve-se um fator de 

purificação de 127,13 vezes em FS e de 14,08 vezes em FES, ambos na fase sobrenadante, com 

rendimentos enzimáticos acima de 100%. No reuso do pelo suíno, a atividade de queratinases 

manteve-se em 74,74% da atividade inicial após 3 ciclos, apresentando um potencial de 

produção enzimática para aplicação em diversas problemáticas ambientais. O uso de resíduos 

para produção de enzimas queratinolíticas se mostrou uma estratégia promissora para aplicação 

na área biotecnológica, obtendo enzimas com elevada atividade após processos simples de 

concentração enzimática, além de o resíduo ser passível de reciclos fermentativos sem perdas 

produtivas significativas. 

 

Palavras-chave: pelo suíno, fungos queratinolíticos, processos biotecnológicos, precipitação 

enzimática. 
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ABSTRACT 

Keratinases act in the hydrolysis of keratin, a complex component present in some agro-

industrial residues, such as swine hair and chicken feathers. The treatment of these residues is 

important for their recovery and to avoid environmental pollution. Technological processes 

mediated by fungi and enzymes are promising alternatives for the treatment of recalcitrant 

residues. Considering this, the present study evaluated strategies for obtaining keratinases 

produced by fungi using submerged fermentation (SF) and solid-state fermentation (SSF). Two 

fungi isolated from feather residues showed potential for the production of keratinases, 

Fusarium oxysporum and Aspergillus sp. These strains were used in the FS together with 

feathers or swine hair prepared in three different conditions (microbial concentration reduction, 

sterilization and treatment with hydrogen peroxide). The residual fermented mass was 

quantified and tested for new enzymatic production. The fungus with the greatest capacity to 

produce keratinases in SF was used to produce keratinases in SSF, using grape residues and/or 

swine hair as a substrate. The most promising enzymatic extract of each fermentation was 

carried out using the enzymatic precipitation technique using salts and organic solvents. The 

greatest keratinolytic activity in the SF was obtained with F. oxysporum (243.50 U mL-1) after 

six days of fermentation, using sterile swine hair. In SSF, the highest keratinolytic activity was 

obtained in nine days (518.66 U g-1), using only hair residues as a substrate. In the enzymatic 

precipitation, a purification factor of 127.13 times in the FS and 14.08 times in the FES was 

obtained, both in the supernatant phase, with enzymatic yields above 100%. In the reuse of 

swine hair, the keratinase activity remained at 74.74% of the initial activity after 3 cycles, 

presenting potential for enzymatic production for application in various environmental 

problems. The use of residues for the production of keratinolytic enzymes proved to be a 

promising strategy for application in the biotechnological area, obtaining enzymes with high 

activity after simple processes of enzymatic concentration, in addition to the residue being 

susceptible to fermentative recycling without significant production losses. 

 

Keywords: swine hair, keratinolytic fungi, biotechnological processes, enzymatic 

precipitation. 
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1 INTRODUÇÃO 

Atualmente o Brasil está em uma posição de destaque no setor de carnes e derivados, 

com produção de 13,05 milhões de toneladas de carne de frango e de 3,75 milhões de toneladas 

de carne suína no ano de 2017 (ABPA 2018). Essa produção elevada gera enormes volumes de 

resíduos agroindustriais constituídos de queratina, como por exemplo penas de frango e pelos 

suínos (Freitas et al. 2018). Essas proteínas são filamentosas, inertes, insolúveis, com elevado 

teor de enxofre (Herrmann e Aebi 2004; Wang et al. 2016) e subdividindo-se em duas classes 

principais. As α-queratinas são estruturalmente formadas por duas cadeias de polipeptídios 

arranjadas no formato helicoidal, estabilizadas por ligações de hidrogênio, ligações dissulfeto 

e interações hidrofóbicas (Pauling et al. 1951; Huggins 1956; Wang et al. 2016), enquanto as 

β-queratinas são formadas por cadeias laterais agrupadas de forma paralela ou antiparalela, 

estabilizadas pelas mesmas ligações que a categoria anterior, porém dando aspecto de pregas à 

estrutura (Fraser et al. 1971; Wang et al. 2016). 

Resíduos queratinosos possuem algumas destinações comuns como a incineração e a 

disposição em aterros sanitários (Agrahari e Wadhwa 2010; Starón et al. 2017). Para valorizá-

los, é preferível a aplicação de processos biotecnológicos visando a reciclagem de resíduos ricos 

em queratina. Neste cenário é possível a produção de enzimas com grande valor comercial ao 

mesmo tempo em que trata-se o resíduo pela ação dos microrganismos (Łaba et al. 2015). Após, 

o resíduo remanescente pode ser encaminhado para a compostagem (Choińska-Pulit et al. 2019) 

ou para um novo processo fermentativo. 

O resíduo de uva também é um resíduo agroindustrial e é comumente gerado na região 

sul do Brasil, proveniente da produção de sucos e vinhos. É empregado na produção enzimática 

(Teles et al. 2019), na obtenção de compostos fenólicos (Drevelegka e Goulana 2020), na área 

alimentícia (Beres et al. 2019), na dieta de animais (Guerra-Rivas et al. 2016) e na produção e 

remoção de corantes  (Oliveira et al. 2018; Baaka et al. 2017). 

Esse resíduo é composto principalmente por pele, polpa e sementes, constituídos por 

variações de carboidratos (8-13%), lignina (59-64%), hemicelulose (18-31%), celulose (6-

17,75%) e pectina (0,25-4%). Possui ainda em torno de 7,13% de glicose e 1,5% de nitrogênio, 

principais fontes de nutrientes facilmente acessíveis por microrganismos (Botella et a. 2005; 

Egüés et al. 2013). O resíduo de uva ainda é pouco valorizado e possui uma diversidade de 

nutrientes, podendo ser empregado na produção de diversas enzimas utilizadas na solução de 

problemáticas ambientais. 

Uma das enzimas aplicadas na área ambiental são as queratinases. A literatura já 

abordou muitas cepas bacterianas para produção destas enzimas, porém muitas espécies de 
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fungos vêm ganhando a atenção de pesquisadores pelo baixo custo de produção, crescimento 

rápido, uso de substratos baratos, produção de elevadas quantidades de enzimas e fácil 

recuperação e purificação dos produtos (Bagewadi et al. 2018). Estes fungos são encontrados e 

isolados de solos com presença de queratina, adaptando-se a este nutriente como forma de 

abrigo e de alimento, atuando em sua estrutura por ação enzimática, erosão superficial e 

penetração radial (Ganaie et al. 2010; Ismail et al. 2012; Kachuei et al. 2012; Korniłłowicz-

Kowalska e Bohacz 2011; Bohacz e Korniłłowicz-Kowalska 2012). A escolha de uma cepa 

proeminente é um passo importante para a produção de queratinases, obtendo enzimas menos 

custosas, ecológicas e não tóxicas (Srivastava et al. 2020). 

As queratinases microbianas, por serem de baixo custo e livres de contaminantes, são 

alternativas de rota ecológica para possibilitar um novo destino aos resíduos agroindustriais, 

sendo utilizadas em diversas aplicações (Gupta e Ramnani 2006; Queiroga et al. 2012; Bhange 

et al. 2015; Sharma e Devi 2018) e podendo ser produzidas por fermentação submersa (FS) ou 

em estado sólido (FES) (Mazotto et al. 2013). A FES ganha vantagem frente à FS pelo uso de 

substratos baratos e de fácil aquisição, elevada produtividade, cultivo em ambiente natural e 

uso de resíduos agroindustriais, minimizando os custos e a poluição ambiental (Srivastava et al. 

2020). As enzimas produzidas em ambos os processos fermentativos ativam-se principalmente 

na presença de queratina, atacando as ligações peptídicas e liberando aminoácidos mais simples 

(Yamamura et al., 2002). As queratinases pertencem a uma classe de enzimas importantes na 

desestabilização de arranjos de queratina, porém a ação sinérgica com outras proteases 

funcionais é observada e considerada primordial (Yamamura et al. 2002; Lopes et al. 2011; 

Mazotto et al. 2013). 

Estas enzimas podem ter sua atividade específica aumentada pelo uso de técnicas de 

concentração enzimática, como a precipitação. Esta metodologia possui destaque pelo uso de 

reagentes de baixo custo, visando a separação das enzimas de interferentes enzimáticos (Sala et 

al. 2014; Preczeski et al. 2018). Processos industriais requerem elevadas quantidades de 

enzimas concentradas, optando pela aplicação de metodologias iniciais e mais simples, como 

uso de sais e solventes, dispensando processos cromatográficos (Brandelli et al. 2015). 

Queratinases, ambas na forma bruta ou concentrada, possuem muitas aplicações, especialmente 

na área ambiental (Cervantes-González et al. 2009; Paul et al. 2014; Bhange, Chaturvedi e Bhatt 

2015; Reddy et al. 2017; Su et al 2017; Abdel-Fattah et al. 2018; Kalaikumari et al. 2019; 

Choińska-Pulit, Łaba e Rodziewicz 2019), reduzindo a carga poluidora no meio ambiente 

causada principalmente pelas atividades industriais de aves, suínos, têxteis, couros e 

detergentes, por exemplo. Estudos apontam as queratinases como participantes do 
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desenvolvimento verde por serem proteases com ótimas expectativas na área de biocatálise. 

Ainda, o mercado atual busca ótima atividade catalítica e notável termoestabilidade em enzimas 

extracelulares relevantes e prósperas para atuar industrialmente, sendo produzidas por cepas 

microbianas promissoras (Srivastava et al. 2020). 

Assim, a produção de enzimas homemade é muito importante para que elas possam, 

principalmente, serem utilizadas na resolução de inúmeros problemas ambientais. Além disso, 

o destaque da produção de queratinases se dá pelo uso de resíduos como única fonte de 

nutrientes, não competindo com a cadeia energética e alimentar.  

Nesse sentido, este estudo visou avaliar estratégias de obtenção de queratinases 

produzidas por fungos em FS e FES utilizando resíduos agroindustriais como fonte de carbono 

e nitrogênio. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar estratégias de obtenção de queratinases produzidas por fungos utilizando resíduos 

agroindustriais como substrato. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Isolar fungos potencialmente queratinolíticos e induzi-los à produção de queratinases; 

- Investigar a atividade de queratinases dos fungos isolados frente à Fermentação Submersa 

(FS) utilizando como substrato penas de frango e pelos suínos; 

- Investigar a produção de queratinases em Fermentação em Estado Sólido (FES) utilizando 

pelo suíno e resíduos da produção de suco de uva como suporte fermentativo; 

- Avaliar diferentes maneiras de preparo dos resíduos de queratina antes de serem utilizados 

na Fermentação Submersa (FS); 

- Analisar o processo de precipitação enzimática utilizando sais e solventes orgânicos; 

- Investigar a potencialidade de reuso do pelo suíno no processo de obtenção de queratinases. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 Na Figura 1 é apresentado um fluxograma simplificado da metodologia desenvolvida 

neste trabalho. 

 

Figura 1. Fluxograma simplificado da metodologia utilizada na obtenção de queratinases. 

 

 
Fonte: Autora (2019). 

 

3.1 SUBSTRATOS FERMENTATIVOS 

As penas de galinha, os pelos suínos e os resíduos de uva foram obtidos de 

agroindústrias alimentícias localizadas no estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Após coletados, 

os materiais foram armazenados à -4 ± 2 °C. 

O resíduo da uva era proveniente de videira da variedade Isabel Preta (Vitis labrusca). 

O resíduo foi segregado manualmente para análise, sendo composto por aproximadamente 68% 

de cascas, 28% de sementes e 4% de outros compostos como folhas e talos. 

3.2 ISOLAMENTO E CULTIVO DE FUNGOS POTENCIALMENTE 

QUERATINOLÍTICOS 

Os fungos utilizados foram isolados de penas de frango dispostas no solo de uma 

propriedade localizada na região Norte do Rio Grande do Sul, Brasil. O material sólido 

coletado, contendo penas e solo, foi plaqueado em meio de cultivo BDA (Batata Dextrose 

Agar), realizando-se repiques consecutivos até obter-se culturas distintas de fungos. 
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3.3 SELEÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DOS FUNGOS PRODUTORES DE QUERATINASES 

Para selecionar os fungos com maior potencial de produção de queratinases foi realizada 

uma etapa de indução em placa de petri para produção de queratinases. Para isso, utilizou-se 

penas de frango cortadas em tamanho aproximado de 2 cm, lavadas com água destilada, imersas 

em álcool 70% (v v-1) por 2 h e secas a 70 ± 2 °C (Adaptado de Călin et al. 2017). As penas 

foram adicionadas uniformemente às placas de petri após o repique dos fungos em meio BDA 

e, em seguida, incubadas a 28 °C por sete dias.  Após, o conteúdo superficial da placa de petri 

foi transferido para erlenmeyers contendo tampão Tris HCl 50 mM (pH 8,5) e 10 g L-1 de penas 

tratadas da maneira acima citada. Os erlenmeyers permaneceram em incubadora com agitação 

orbital de 150 rpm e temperatura de 28 °C por um período de sete dias para avaliação da 

degradação do substrato adicionado (Adaptado de Mazotto et al. 2013). 

Os fungos que apresentaram as maiores porcentagens de degradação foram identificados 

pelo sequenciamento do material genético (Next Generation Sequencing) em parceria com a 

empresa Neoprospecta - SC. 

3.4 PRODUÇÃO DE QUERATINASES 

3.4.1 Fermentação submersa (FS) 

A produção enzimática foi conduzida com dois fungos potenciais utilizando substratos 

de queratina como única fonte de C e N. Os substratos foram penas de frango e pelos suínos, 

preparados de três diferentes maneiras, sendo elas: 

(a) Redução da carga microbiana: lavagem com água destilada, imersão em álcool 70% (v v-1) 

por 2h e aquecimento a 70 ± 2 °C durante 15 h (Adaptado de Călin et al. 2017); 

(b) Esterilização: lavagem com água destilada e autoclavagem a 1 atm e 121 °C por 15 min; 

(c) Tratamento com peróxido de hidrogênio (H2O2): lavagem com água destilada e pré-

tratamento com solução alcalina (pH 11,5) a 4% (v v-1) de uma solução estoque de 30% (v v-1) 

de H2O2 em agitação orbital a 27 °C e 150 rpm por 3h (Venturin et al., 2018; De Paris Junior et 

al. 2019). Seguido de imersão em álcool 70% (v v-1) por 2h e aquecido a 70 ± 2 °C por 15h. 

Para a fermentação submersa, 10 g L-1 de cada resíduo de queratina foi transferido para 

uma solução tampão Tris HCl 50 mM (pH 8,5), adicionando uma concentração de 106 esporos 

mL-1, considerando somente células viáveis. Os ensaios foram incubados em agitador orbital 

por 9 dias a 150 rpm e 28 °C (Adaptado de Anitha e Palanivelu 2013; Łaba et al. 2015; 

Bagewadi et al. 2018). A atividade queratinolítica foi quantificada no sobrenadante em 3, 6 e 9 

dias de fermentação. Ao final, a massa restante foi seca em estufa esterilizadora até peso 
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constante para avaliar a degradação do substrato, considerando a massa inicialmente adicionada 

à fermentação. 

3.4.2 Fermentação em estado sólido (FES) 

A fermentação em estado sólido foi conduzida utilizando resíduo de queratina contendo 

pelos com pele suína e resíduos de uva. O resíduo de uva foi triturado em moinho de facas e 

segregado em peneira de 10 mesh para ser utilizado como suporte fermentativo para retenção 

de umidade e redução de espaços vazios entre as cerdas suínas, bem como para suprimento de 

carbono e nitrogênio. 

Para conduzir a fermentação foram elaborados 2 diferentes sistemas compostos por: a) 

resíduo de queratina e b) resíduos de queratina e de uva 1:1 (m m-1 seca). O teor de umidade 

dos substratos foi ajustado para 50% (m m-1) e a concentração de inóculo adicionada foi de 107 

esporos por grama de substrato. A fermentação, com os substratos previamente esterilizados a 

121 °C e 1 atm por 20 min, foi conduzida a 28 °C com saturação total do ar por 3, 6 e 9 dias. 

Decorrido o tempo de fermentação, adicionou-se ao meio fermentado um volume de 75 mL de 

tampão Tris HCl 50 mM (pH 8,5) para extração enzimática, agitando-se a mistura por 1h a 28 

°C e 200 rpm. Após, o conteúdo foi centrifugado a 1384 xg e 4 °C por 10 min para obtenção do 

extrato enzimático e quantificação da atividade queratinolítica nos 3 tempos de fermentação 

(Adaptado de Botella et al. 2005; Mazotto et al. 2013). 

3.5 ATIVIDADE DE QUERATINASES 

Os sobrenadantes obtidos dos processos fermentativos foram usados para a 

quantificação da atividade enzimática. A mistura reacional continha 0,013 g de azoqueratina 

(Sigma K8500), 3,2 mL de tampão Tris HCl 50 mM (pH 8,5) e 0,8 mL de extrato enzimático, 

incubado a 50 °C por 1h. Ao final, 0,8 mL de ácido tricloroacético (TCA) 10% (v v-1) foi 

adicionado para cessar a reação e a absorbância foi mensurada em espectrofotômetro a 595 nm 

(Adaptado de Bressollier et al. 1999). Uma unidade (U) de atividade de queratinase foi definida 

como a quantidade de enzima necessária para produzir um aumento de absorbância de 0,01 nas 

condições de ensaio descritas. 

3.6 DETERMINAÇÃO DE PROTEÍNA TOTAL 

A concentração de proteína total foi determinada pelo método de Bradford (1976), 

utilizando albumina de soro bovino (ASB) como padrão (Sigma A3294). 
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3.7 DEGRADAÇÃO DOS SUBSTRATOS DE QUERATINA 

A quantificação da degradação dos substratos de queratina (D) no processo fermentativo 

foi avaliada pela diferença entre a massa seca inicialmente adicionada à fermentação (MI) e a 

massa seca restante ao final da fermentação (MF), expressa em porcentagem (Equação 1). 

 

𝐷 (%) = (
𝑀𝐼−𝑀𝐹

𝑀𝐼
) ∗ 100  (Equação 1) 

3.8 CONCENTRAÇÃO ENZIMÁTICA 

A concentração enzimática foi conduzida utilizando a técnica de precipitação com sais 

e solventes orgânicos. Para isso utilizou-se o extrato enzimático mais potencial de cada uma 

das fermentações testadas (FS e FES). Neste tópico avaliou-se o incremento de atividade 

queratinolítica (atividade relativa), o fator de purificação (FP) e o rendimento enzimático 

(Equações 2, 3 e 4, respectivamente). 

 

𝐴𝑅 (%) =  |
𝐴𝐸−𝐴𝐵

𝐴𝐵
| ∗ 100   (Equação 2) 

AR= Atividade Relativa (%) 

AE= Atividade Enzimática do Ensaio (U mL-1 ou U g-1) 

AB= Atividade Enzimática do Extrato Bruto (U mL-1 ou U g-1) 

 

𝐹𝑃 =  
𝐴𝐸𝐸

𝐴𝐸𝐵
   (Equação 3) 

FP= Fator de Purificação 

AEE= Atividade Específica do Ensaio (U mg-1) 

AEB= Atividade Específica do Extrato Bruto (U mg-1) 

 

𝑅 (%) =  
𝐴𝐸∗𝑉𝐹

𝐴𝐵∗𝑉𝐼
∗ 100   (Equação 4) 

R= Rendimento Enzimático (%) 

AE= Atividade Enzimática do Ensaio (U mL-1 ou U g-1) 

AB= Atividade Enzimática do Extrato Bruto (U mL-1 ou U g-1) 

VI= Volume inicial de extrato enzimático utilizado na precipitação 

VF= Volume obtido ao final do processo de precipitação 
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Os sais e solventes utilizados foram combinados entre si em concentrações fixas, sendo 

eles: NaCl, (NH4)2SO4, acetona e etanol (absolutos) (Quadro 1). A reação foi preparada com 

0,5 mol L-1 de concentração salina e 50% de concentração de solvente, vertido a uma vazão de 

10 mL min-1. Os ensaios foram conduzidos a 4 °C. Após a precipitação, os volumes foram 

centrifugados a 9500 xg por 20 min a 4 °C e a fase precipitada foi ressuspensa em tampão Tris 

HCl 50 mM (pH 8,5) (Farag e Hassan 2004; Preczeski et al. 2018). A atividade queratinolítica 

foi mensurada nas fases sobrenadante e precipitada. 

 

Quadro 1: Combinações realizadas entre os reagentes utilizados na precipitação 

enzimática. 
 Ensaios 

Reagente 1 2 3 4 5 6 7 8 

Sal (0,5 mol L-1) - - NaCl (NH₄)₂SO₄ NaCl (NH₄)₂SO₄ NaCl (NH₄)₂SO₄ 

Solvente (50 %) Acetona Etanol Acetona Acetona Etanol Etanol - - 

 

 

3.9 REÚSO DO PELO SUÍNO 

O pelo suíno não degradado durante a fermentação submersa foi utilizado em mais dois 

processos fermentativos (Figura 2). Em cada fermentação, o substrato foi preparado por imersão 

em álcool 70% (v v-1) por 2 h e secagem a 70 ± 2 °C por ± 15 h (Adaptado de Călin et al. 2017). 

O fungo foi incubado em 10 g L-1 de pelos suínos contendo tampão Tris HCl 50 mM (pH 8,5). 

Os ensaios permaneceram a 28 °C com agitação de 150 rpm e a atividade queratinolítica foi 

mensurada sempre ao sexto dia de fermentação. 

 

Figura 2: Esquema do reuso do pelo suíno empregado no processo fermentativo submerso (SF). 

 

 
 

 

 

1° FS

2° FS

3° FS

Pelo suíno

Pelo suíno



16 
 
 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 FUNGOS QUERATINOLÍTICOS 

Quatro fungos distintos morfologicamente foram isolados dos resíduos de penas. Dois 

deles apresentaram potencial para produção de queratinases e foram então identificados como 

Fusarium oxysporum e Aspergillus sp. 

Resultados de degradação de penas de frango de 36,11% (m m-1) e 42,23% (m m-1) 

foram observados, respectivamente para estes dois fungos. Até o momento há poucos relatos 

na literatura utilizando Fusarium oxysporum para produção de queratinases, expandindo o 

caráter inovador e científico deste estudo. Já o fungo Aspergillus sp. é reportado como uma 

espécie encontrada no solo, possuindo potencial queratinolítico (Maitig et al. 2018). 

 

4.2 PRODUÇÃO ENZIMÁTICA E DEGRADAÇÃO DE QUERATINA 

A fermentação submersa foi realizada com os fungos promissores Fusarium oxysporum 

e Aspergillus sp. usando penas de frangos ou pelos suínos como substrato, sendo a atividade 

queratinolítica quantificada em três diferentes tempos de fermentação. 

F. oxysporum apresentou a maior produção de queratinases no sexto dia de fermentação, 

com 243,25 U mL-1 e 239,50 U mL-1, utilizando como substrato pelos suínos estéreis e 

preparados com o método de redução da carga microbiana, respectivamente. A degradação do 

substrato nesses ensaios foi de 59,20% (m m-1) e 41,87% (m m-1), respectivamente. Usando 

penas como substrato fermentativo, F. oxysporum apresentou a maior atividade com o substrato 

esterilizado (149,00 U mL-1), seguido de tratamento com peróxido de hidrogênio (138,00 U 

mL-1), ambos em seis dias de fermentação, com porcentagens de degradação de 53,98% (m m-

1) e 32,78% (m m-1), respectivamente. Aspergillus sp. apresentou a maior atividade enzimática 

em pelos esterilizados ao sexto dia de fermentação e para penas de frango esterilizados somente 

no nono dia, obtendo 112,25 U mL-1 e 113,50 U mL-1, com degradação de 34,67% (m m-1) e 

39,08% (m m-1), respectivamente (Figura 3). 
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Figura 3: Atividade de queratinases - utilizando três diferentes preparos do substrato - após 

fermentação submersa nos seguintes sistemas fermentativos: (A) Fusarium oxysporum e penas 

de frango; (B) Fusarium oxysporum e pelos suínos; (C) Aspergillus sp. e penas de frango; (D) 

Aspergillus sp. e pelos suínos. 
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As máximas atividades enzimáticas para F. oxysporum, 243,25 e 239,50 U mL-1 foram 

obtidas quando o pelo suíno foi usado como substrato, mesmo que o fungo tenha sido isolado 

de penas de frango. É importante enfatizar que diferentes estruturas formam esses substratos e 

que a ação sinérgica entre enzimas na estrutura da queratina pode se comportar distintamente 

(Lopes et al. 2011; Mazotto et a. 2013). As penas de aves, por exemplo, possuem cerca de 32 

resíduos de queratina na matriz β-folha, organizadas em estruturas de cerca de 100 resíduos. A 

matriz restante consiste em outros compostos com características hidrofóbicas essenciais para 

a estabilidade do material (Fraser e Parry 2008). 

Nossos resultados sugerem que a variação da produção enzimática entre os substratos é 

devida à especificidade do extrato produzido, demonstrando que F. oxysporum secreta enzimas 

com alta afinidade para atuar em alfa-queratina. Propõe-se que a ação enzimática em pelos 

suínos é mediada por um pool enzimático, incluindo pelo menos três classes de enzimas que 

degradam sinergicamente a queratina: endoprotease, exoprotease e oligoprotease (todas 

produzidas após sulfitólise) sendo as queratinases pertencentes à família das exoproteases 

(Lange et al., 2016; Huang et al., 2015). Sugere-se que as diferenças estruturais dos substratos 

induzem a variações na produção enzimática, podendo estar relacionado ao uso de resíduos 

como substratos fermentativos. 

As quantidades substanciais de atividade enzimática observadas para F. oxysporum no 

pelo suíno preparado por redução da carga microbiana tornam esse processo promissor. Isso 

porque a maioria dos processos fermentativos dependem da esterilização a alta pressão e 

temperatura, tornando-os dependentes de sistemas complexos e de altos custos (Adler et al. 

2018). A capacidade do fungo em produzir queratinases usando penas de frango e pelos suínos 

como única fonte de carbono e nitrogênio também o torna um processo simples e possivelmente 

escalonável. 

Após esses resultados, conduziu-se a FES utilizando o resíduo de pelo suíno e a 

combinação de pelos com resíduos de uva para atuarem conjuntamente como fontes de C e N. 

Ao longo do período fermentativo houve um crescimento fúngico distinto entre os dois sistemas 

sólidos estudados. Para o sistema 1 não se observou supercrescimento micelial, diferente do 

que pôde ser visualizado no sistema 2, em que os esporos fúngicos desenvolveram um 

exuberante micélio pela presença de açúcares fermentescíveis logo no início da fermentação, 

substratos esses mais facilmente acessíveis que a queratina (Botella et al. 2005) (Figura 4). 
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Figura 4: Aspecto da FES aos 6 dias de fermentação, mostrando o desenvolvimento de F. 

oxysporum nos dois sistemas estudados: a) Sistema 1: somente resíduo de pelo; b) Sistema 2: 

resíduo de pelo e de uva. 

 

 

 

A maior atividade queratinolítica obtida em FES foi no sistema 1 ao nono dia de 

fermentação, alcançando 518,66 U g-1, seguido do sexto (422,71 U g-1) e terceiro dia (314,96 

U g-1). Isso mostra um aumento gradual da produção de queratinases, realçando a adaptação 

fúngica em utilizar o resíduo de pelo suíno como única fonte de nutrientes (Figura 5). 

Na sequência, para o sistema 2, a maior atividade foi ao sexto dia, alcançando 295,56 U 

g-1. Era esperado que próximo às 72h de fermentação todos os açúcares totais fossem 

consumidos pelo fungo, produzindo muitas enzimas hidrolíticas, como lipases, celulases e 

pectinases, ao invés de proteases. Isso ocorre pela presença de outros compostos no bagaço de 

uva, além de frutose e glicose, desviando a rota da produção de queratinases. Após o 

esgotamento dos açúcares disponíveis, o microrganismo começa a utilizar o pelo suíno como 

fonte majoritária de nutrientes, elevando a produção de queratinases (Botella et al. 2005). Caso 

a finalidade fosse produzir um pool enzimático para diversas aplicações, esse extrato 

enzimático seria muito promissor; porém como o objetivo do trabalho é a produção elevada de 

queratinases, a fermentação somente com o resíduo do pelo é a mais adequada. 

A literatura científica mostra que a adição de fontes de carbono, como glicose e frutose, 

eleva a produção de queratinases (Srivastava et al. 2020), porém nesta FES o resíduo da uva 

não se torna necessário como suplementação de carbono e de nitrogênio, pois somente propicia 

a produção de enzimas que não são de interesse deste estudo, elevando o potencial do uso único 

de resíduos frigoríficos desvalorizados para obtenção de bioprodutos tecnológicos valiosos. 

 

 

a) b)
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Figura 5: Atividade queratinolítica – em 3, 6 e 9 dias – para F. oxysporum em duas diferentes 

configurações sistêmicas utilizando fermentação em estado sólido (FES). 

 

 
 

Comparado à outros estudos, os resultados encontrados neste trabalho são promissores. 

Mazotto et al. (2013) usou penas de frango como substrato fermentativo, obtendo atividades 

queratinolíticas de 60 U mL-1 e 172 U mL-1 aos sete dias em fermentação submersa e em estado 

sólido, respectivamente, usando cepas mutantes de Aspergillus niger. Lopes et al. (2011) 

encontrou aproximadamente 0,7 U mL-1 de atividade de queratinases às 72 horas de 

fermentação submersa utilizando A. niger e pelo suíno sem algum pré-tratamento, com 

azocaseína como substrato de medida de atividade. Kalaikumari et al. (2019) usou planejamento 

Plackett-Burman para produção de queratinases por Bacillus paralicheniformis MKU3, tendo 

penas de frango como substrato fermentativo, obtendo 155 U mL-1 de atividade ao quarto dia 

de processo. 

Estudos mostram que o gênero Aspergillus e Fusarium são espécies fúngicas 

potencialmente queratinolíticas, atuando efetivamente no substrato de queratina (Lopes et al., 

2011; Kannahi e Ancy, 2012; Mazotto et al., 2013). Geralmente, a degradação da queratina por 

fungos filamentosos ocorre primeiramente pelo crescimento de hifas ao redor do fio de 
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queratina, comprometendo a integridade do substrato pelos processos de erosão superficial e 

elevação das escamas cuticulares (Călin et al., 2017). 

Já o processo de degradação realizado por enzimas envolve a redução das pontes 

dissulfeto mediadas principalmente por sulfeto redutases, liberando cisteína e S-sulfocisteína. 

Este processo altera a conformação estrutural da queratina, permitindo o processo de proteólise 

por enzimas endo e exo-proteolíticas como as queratinases, resultando na liberação de amino 

ácidos e de peptídeos solúveis (Kunert 1976; Yamamura et al., 2002). Ainda, o rendimento 

enzimático dos fungos depende da composição do substrato, o qual não é composto somente 

por queratina (Monod, 2008). 

Muitos dados na literatura trabalham somente com β-queratina enquanto o presente 

estudo difere dos demais em relação aos achados de atividades superiores a 200 U mL-1 e 500 

U g-1 utilizando um substrato com estrutura α-hélice (pelo suíno), sugerindo um uso valioso 

para esse resíduo que, de outra forma, é considerado um problema industrial e ambiental. 

Ainda, queratinases comerciais são tão custosas, puras e específicas que não se 

sobressaem frente ao pool enzimático produzido por microrganismos utilizando resíduos como 

substrato fermentativo. Esse extrato enzimático homemade é capaz de degradar a matriz 

heterogênea da queratina, podendo ser aplicado com baixo custo na solução de problemáticas 

ambientais referentes ao tratamento de resíduos sólidos, como a queratina (Gupta e Ramnani 

2006). A compostagem de resíduos de queratina (pelos, penas, cabelo, etc.) é um processo 

complexo e que precisa ser mediado por diferentes enzimas para que o sucesso da degradação 

dessa proteína recalcitrante seja alcançado (Choińska-Pulit et al. 2019). 

A cepa de F. oxysporum se destacou na produção enzimática de queratinases utilizando 

pelo suíno como substrato fermentativo. Assim, os extratos enzimáticos obtidos da FS pelo 

método de redução da carga microbiana e da FES utilizando somente pelo suíno (sistema 1) 

foram selecionados para condução da etapa seguinte de precipitação enzimática utilizando sais 

e solventes orgânicos. 

4.3 CONCENTRAÇÃO ENZIMÁTICA 

O extrato enzimático de queratinases produzidas por F. oxysporum com pelo suíno 

preparado pelo método de redução da carga microbiana em FS e o extrato produzido pelo 

mesmo fungo em FES utilizando somente resíduo de pelos como substrato fermentativo foram 

usados para precipitação enzimática com sulfato de amônio ((NH₄)₂SO₄), cloreto de sódio 

(NaCl), acetona e etanol absolutos. 
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Tabela 1: Atividade relativa e fator de purificação (FP) para os extratos enzimáticos produzidos por F. oxysporum na fase precipitada e 

sobrenadante em fermentação submersa (FS) e em estado sólido (FES). 

 Fermentação Submersa (FS) Fermentação em Estado Sólido (FES) 

 
Precipitado Sobrenadante Precipitado Sobrenadante 

Agentes precipitantes 
Atividade Relativa 

(AR) (%) 
FP 

Atividade Relativa 

(AR) (%) 
FP 

Atividade Relativa 

(AR) (%) 
FP 

Atividade Relativa 

(AR) (%) 
FP 

Acetona 300,00 3,05 1966,67 85,93 0,00 0,00 65,52 7,57 

Etanol 683,33 6,91 1250,00 46,37 3,45 1,36 34,48 5,36 

Acetona e NaCl 750,00 5,84 2233,33 127,13 0,00 0,04 106,90 14,08 

Acetona e (NH₄)₂SO₄ 950,00 6,10 1216,67 52,01 0,00 0,00 155,17 13,43 

Etanol e NaCl 700,00 5,06 733,33 18,81 275,86 2,72 62,07 10,52 

Etanol e (NH₄)₂SO₄ 250,00 2,43 683,33 21,71 0,00 0,32 65,52 9,24 

NaCl 466,67 5,15 483,33 11,10 0,00 0,40 51,72 0,53 

(NH₄)₂SO₄ 216,67 2,93 216,67 5,50 0,00 0,00 3,45 1,87 

* Atividade relativa extrato bruto: 0,00%; FP extrato bruto: 1,00
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Para a fase precipitada do extrato advindo da FES houve um ensaio que apresentou 

atividade relativa de 275,86% (v v-1) utilizando etanol e NaCl como agentes precipitantes, com 

rendimento enzimático de 187,93% (v v-1). Juntamente a esse pico de atividade alcançou-se um 

fator de purificação enzimática (FP) de 2,72 vezes. Esse mesmo ensaio para sua respectiva fase 

sobrenadante alcançou 62,07% (v v-1) de atividade relativa, porém com um fator de purificação 

bem mais elevado que o anterior (10,52 vezes). Para o contraste entre estes resultados, 

hipotetiza-se que a enzima possa ter precipitado junto com os interferentes enzimáticos, 

acarretando baixos FP e elevada concentração enzimática; por outro lado, na fase sobrenadante 

houve FP elevados pela ausência desses mesmos interferentes, mas redução da atividade 

enzimática pela baixa concentração de enzimas (Tabela 1) (Golunski et al. 2011). 

Na FS o comportamento das precipitações se mostrou bem diferente que para a FES. 

No entanto, ambas as fases precipitada e sobrenadante apresentaram semelhanças entre os 

ensaios analisados. O ensaio utilizando acetona e NaCl resultou na maior atividade relativa na 

fase sobrenadante, com 2233,33% (v v-1); já para a fase precipitada a maior AR foi com acetona 

e (NH4)2SO4, alcançando 950,00% (v v-1). Apesar disso, os fatores de purificação foram bem 

distintos entre si, obtendo 127,13 e 6,10 vezes, respectivamente. Isso ocorreu possivelmente 

pela precipitação dos interferentes enzimáticos no processo. Ainda, todos os ensaios das fases 

precipitada e sobrenadante tiveram rendimento enzimático acima de 100%. Rendimentos 

maiores de 100% podem ser devido à remoção de metabólitos inibidores das enzimas ou à alta 

concentração de sal que ajuda a preservar a conformação enzimática, mantendo-a na forma 

ativa (Pan et al. 2001). 

O sulfato de amônio é um dos sais mais utilizado para precipitação de queratinases 

(Farag e Hassan 2004; Anbu et al. 2008; Kim 2007; Rahayu et al. 2012; Hamiche et al. 2019). 

Rahayu et al. (2012) obtiveram 0,118 U mL-1 de atividade de queratinases precipitando-as com 

50% de (NH4)2SO4 (w v-1), atingindo 3,38% de rendimento enzimático. Farag e Hassan (2004) 

precipitaram queratinases de Aspergillus oryzae com (NH4)2SO4, acetona ou etanol a 50%. O 

estudo obteve atividades relativas de 103,93%, 109,18% e 107,85%, respectivamente. Já no 

presente trabalho, encontramos incrementos enzimáticos mais elevados do que outros estudos 

que também precipitaram queratinases com sais e solventes orgânicos. 

O uso de sais e solventes orgânicos nos processos de precipitação enzimática promovem 

o aumento da força iônica do sistema e reduzem a constante dielétrica, promovendo interações 

proteína-proteína que se destacam das interações água-proteína, resultando em agregados 

proteicos que precipitam (McPherson 2004; Kramer et al. 2012; Zhang et al. 2007; Möller et 

al. 2012). 
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Geralmente, as enzimas são desnaturadas ou têm suas atividades diminuídas durante o 

contato prolongado com solventes orgânicos; no entanto, estes solventes podem causar ativação 

enzimática e deixar o sitio ativo da enzima exposto ao meio, facilitando o contato com o 

substrato, ao mesmo tempo em que moléculas do sal podem ficar aderidas à estrutura da enzima, 

elevando a força iônica do sistema (Chamorro et al. 1998). Ainda o peso molecular das enzimas 

produzidas pode variar conforme é modificado o meio de produção, já que moléculas maiores 

tem maior tendência de se agregarem do que proteínas menores, podendo não ocorrer a 

precipitação de todas as enzimas existentes no meio (Farinas et al. 2011). 

É interessante observar ainda, que para as enzimas produzidas em FES os melhores 

agentes precipitantes foram etanol e NaCl enquanto para as produzidas em FS os precipitantes 

que mais elevaram a atividade queratinolítica foram acetona e (NH4)2SO4. Isso sugere que 

diferentes sistemas fermentativos utilizando mesmo substrato e microrganismo podem resultar 

em um pool enzimático que se difere entre si pela afinidade por sais e solventes no processo de 

precipitação. 

 

4.4 REUSO DO PELO SUÍNO 

A reutilização de pelos suínos para produção de queratinases foi avaliada durante três 

ciclos fermentativos consecutivos. A produção enzimática na terceira fermentação manteve 

74,74% da atividade queratinolítica inicial (Figura 6). Estudos demonstram que é possível 

realizar reciclos no decorrer de processos biotecnológicos, mantendo ao final uma porcentagem 

da produção de compostos de interesse muito semelhante à primeira produção. Neste estudo, a 

hipótese para a redução da produção de queratinases durante os ciclos fermentativos foi baseada 

na composição da estrutura do pelo suíno. Quanto mais o resíduo é reutilizado, menor o número 

de ligações que precisam ser rompidas por queratinases, criando uma maior necessidade de 

produção de outras proteases que não são de interesse para este estudo (Yamamura et al. 2002; 

Babaki et al. 2016; Andrade et al. 2017). 
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Figura 6: Porcentagem de atividade enzimática mantida em cada um dos três processos 

fermentativos consecutivos com reuso do pelo suíno, considerando a 1° fermentação como 

100% de atividade de queratinases. 

 

 

Esse resultado do reuso de pelos suínos se torna importante para o desenvolvimento de 

processos em escala industrial. Os substratos podem ser reutilizados sem perda significativa de 

atividade enzimática, sem necessidade de esterilização a alta pressão e temperatura, sem 

suplementação de fontes de carbono e nitrogênio e com o uso de um resíduo agroindustrial com 

alto potencial poluidor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

321

100

80

60

40

20

0

Número de Fermentações

A
ti

v
id

a
d

e
 (

%
)

100

82,28

74,74



27 
 
 

5 CONCLUSÃO 

A produção de queratinases por fungos utilizando penas de frango e pelos suínos como 

substrato foi avaliada neste estudo, pois estes ainda são resíduos agroindustriais pouco 

valorizados devido suas características recalcitrantes. Do total, 2 fungos apresentaram 

capacidade de degradação de constituintes de queratina e consequente produção de 

queratinases, sendo eles Fusarium oxysporum e Aspergillus sp. No entanto, Fusarium 

oxysporum foi o fungo mais promissor, alcançando elevadas atividades enzimáticas tanto em 

FS como em FES, tendo pelo suíno e pena de frango como substratos queratinosos. 

Com o método de precipitação enzimática alcançou-se valores proeminentes de 

atividade relativa com elevados fatores de purificação enzimática, observando que as enzimas 

produzidas em FES e FS possuem comportamentos diferentes frente aos agentes precipitantes 

utilizados. Ainda, foi possível utilizar o pelo suíno em 3 ciclos consecutivos, mantendo em 

torno de 75% da atividade inicial, evidenciando um processo industrial de produção enzimática. 

É importante salientar que o uso de resíduos industriais é primordial na preservação dos 

ambientes naturais e na minimização dos custos de produção de biocompostos que podem ser 

empregados no tratamento de várias problemáticas atuais. 
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6 TRABALHOS FUTUROS 

- Realizar FS e FES com outros fungos potencialmente queratinolíticos isolados de resíduos; 

- Concentrar as enzimas produzidas pelo método SAB (Sistema Aquoso Bifásico); 

- Estudar com mais detalhes as diferenças existentes no processo de precipitação para os 

extratos enzimáticos provenientes da FS e FES; 

- Avaliar a produção de queratinases em FES com Fusarium oxysporum após 9 ou mais dias de 

processo fermentativo utilizando pena de frango e pelo suíno; 

- Avaliar o reuso do substrato fermentativo da FES; 

- Analisar a possibilidade de ampliação de escala da produção de queratinases; 

- Avaliar a estabilidade enzimática de queratinases em diferentes temperaturas e tempos de 

armazenamento. 
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