) UNIVERSIDADE
){ FEDERAL DA

FRONTEIRA SUL
UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL

CAMPUS ERECHIM
CURSO DE GRADUACAO EM ENGENHARIA AMBIENTAL E SANITARIA

SIMONE KUBENECK

UTILIZACAO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS PARA PRODUCAO DE
QUERATINASES E POSTERIOR APLICACAO COMO BIOFERTILIZANTES

ERECHIM
2022



SIMONE KUBENECK

UTILIZACAO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS PARA PRODUCAO DE
QUERATINASES E POSTERIOR APLICACAO COMO BIOFERTILIZANTES

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado na
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), como
requisito para a obten¢do do titulo de Engenheira
Ambiental e Sanitarista.

Orientadora: Prof®. Dr?. Helen Treichel

ERECHIM
2022



Bibliotecas da Universidade Federal da Fronteira Sul - UFFS

Kubeneck, Si none

UTI LI ZACAO DE RESI DUOS AGRO NDUSTRI Al S PARA PRODUCAO
DE QUERATI NASES E POSTERI OR APLI CACAO COMD
Bl OFERTI LI ZANTES / Si none Kubeneck. -- 2022.

38 f.:il.

Ori entadora: Doutora Hel en Treichel

Trabal ho de Concl usdo de Curso (G aduacéo) -
Uni ver si dade Federal da Fronteira Sul, Curso de
Bachar el ado em Engenharia Anbiental e Sanitaria,
Erechi m RS, 2022

1. Processo fernentativo. 2. Miudas de tomate. 3.
Enzi mas. 4. Pelos Suinos. |. Treichel, Helen, orient.
I'l. Universidade Federal da Fronteira Sul. I1l. Titulo.

Elaborada pelo sistema de Geragédo Automatica de Ficha de Identificagdo da Obra pela UFFS
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).




SIMONE KUBENECK

UTILIZACAO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS PARA PRODUCAO DE
QUERATINASES E POSTERIOR APLICACAO COMO
BIOFERTILIZANTES

Trabalho de Conclusio de Curso apresentado na
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), como
requisito para a obtencdo do titulo de Engenheira
Ambiental e Sanitarista.

Este trabalho foi defendido e aprovado pela banca em 15/08/2022.

BANCA EXAMINADORA
."".,‘-;,7 Can [/"(//W CN‘:{/

Prof®. Dr*. Helen Treichel - UFFS

Orientadora

/l/,[(mv . /)(ou |

Prof. Dr. Altemir José Mossi — UFFS

Avaliador

Documento assinado digitalmente

ub CHARLINE BONATTO
g Data: 29/08/2022 15:41:42-0300

Verifique em https://verificador.iti.br

Ma. Charline Bonatto — UFFS

Avaliadora



Dedico este trabalho aos meus pais Loreci e
Vilson Kubeneck, pois foi gragas aos seus

esforcos que hoje estou concluindo esse curso.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, gostaria de agradecer a Deus pela minha vida e por ter me mostrado o
caminho certo, me ajudando a alcangar todos os objetivos que tive ao longo desse curso e chegar
até aqui. Minha eterna gratidao aos meus pais Loreci e Vilson Kubeneck, por terem me apoiado
desde o inicio e me motivado a continuar nos momentos de maior dificuldade. Gragas ao apoio
e os esforgos de vocés hoje estou finalizando um curso de graduagdo. Muito obrigado Pai e Mae
por me permitirem ter essa oportunidade.

Agradego ao meu namorado, amigo e parceiro Everton por estar me apoiando durante
este periodo e por todas as vezes que teve que me levar a Universidade, principalmente nos fins
de semana. Obrigado por além de ser namorado, ser parceiro e estar ao meu lado nos momentos
mais dificeis e vibrando comigo nos momentos de alegria.

Gostaria de agradecer a todos os professores em que tive aula durante a graduagdo, em
especial a minha orientadora, Professora e Doutora Helen Treichel, muito obrigada por me
aceitar como voluntéria no inicio do curso e ter me permitido conhecer o mundo da pesquisa e
da ciéncia, compartilhando conhecimentos que levarei para a vida toda e sendo uma inspiragao
como professora, amiga e pesquisadora.

Aos meus amigos, meu muito obrigado, em especial a minha amiga Caroline Dalastra,
que de colega virou uma amiga para vida toda e que sou muito grata pela nossa amizade. Aos
colegas e amigos do LAMIBI, muito obrigado pelas trocas e experiéncias vividas em
laboratorio, em especial a Aline Frumi Camargo e a Thamarys Scapini pelas lougas lavadas,
por terem compartilhado seus conhecimentos e que além de colegas se tornaram amigas.

Também gostaria de agradecer aos técnicos e funciondrios da UFFS, principalmente ao
Naudio por todo auxilio prestado durante a realizagdo deste trabalho, estando sempre disposto
para sanar as minhas duvidas e colaborando com o trabalho.

Por fim, a todos que fizeram parte de maneira direta ou indireta deste trabalho, deixo

aqui meus agradecimentos.



RESUMO

A agroindtstria possui participagdo significativa na economia do Pais, e os setores frigorificos
responsaveis pelo processamento de carne fazem parte deste setor. O consumo de proteina
animal na alimentacdo vem crescendo constantemente, conforme a Associagdo Brasileira de
Proteina Animal somente em 2020 o consumo de carne chegou a aproximadamente 46 kg/hab.
Industrias frigorificas responsaveis pelo processamento da carne, tem grande geragdo de
residuos como pelos suinos, penas de frango, cascos dentre outros, que sao ricos em queratina
e por conta disso sdo considerados residuos de dificil degradacdo por enzimas comuns e pela
acdo microbiana, tornando o descarte incorreto desse residuo um problema ambiental. Devido
a elevada quantia de queratina presente nestes residuos, pelos suinos e penas de frango podem
ser utilizados como fontes tnicas de carbono e nitrogénio em processos fermentativos de baixo
custo para a producdo de enzimas como as queratinases, devido a sua capacidade de hidrolisar
residuos com queratina. Nesse contexto, este trabalho objetivou a utilizagdo de pelos suinos
para a obtencao de enzimas queratinases € a posterior aplicacdo do extrato enzimatico e dos
pelos suinos, em conjunto com microrganismos, como biofertilizantes no crescimento de mudas
de tomate, uma vez que este extrato ¢ considerado uma fonte de nutrientes. Portanto,os pelos
suinos foram utilizados como substrato em processos fermentativos microbianos em estado
solido e estado submerso, e a partir da melhor condicao e tempo de fermentacao os extratos
enzimaticos obtidos, assim como pelos suinos € microrganismo produtor de queratinase foram
aplicados diretamente no solo, afim de avaliar a acdo dos mesmos no desenvolvimento de
mudas de tomate. Como resultados, foram obtidas atividades queratinoliticas de até 591,51 U/g
e o desenvolvimento de forma normal de mudas tomate ao serem aplicados tratamentos tendo
como matéria primaos pelos suinos, mesmos tendo valores de altura e diametro inferiores ao
controle negativo, o qual ndo havia tratamento. Trazendo uma forma mais economica e

ambientalmente amigavel de dispor e utilizar esses residuos provenientes da agroindustria.

Palavras-chave: processo fermentativo; mudas de tomate; enzimas; pelos suinos.
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1 INTRODUCAO

O setor da agroindustria possui participacao significativa no setor econdmico do Brasil,
entre os segmentos que fazem parte desse setor tem-se os setores frigorificos responsaveis pelo
processamento de carne. O consumo de proteina de animal na alimenta¢do vem crescendo
constantemente, conforme a Associacdo Brasileira de Proteina Animal — ABPA (2020), a
produgdo de carne de frango e carne suina aumentaram cerca de 5,37 e 21,77%, respectivamente
desde 2015, sendo os consumos de carne suina e de frango de aproximadamente 16 ¢ 46 kg/hab.,
respectivamente.

O processo produtivo dos setores agroindustriais possui diversas etapas, desde a criacao
dos animais até a chegada ao consumidor, dentre eles o setor de abate ¢ responsavel pela
retirada de pelos suinos, penas de frango, cascos, bicos e sangue. Muitos residuos gerados nesse
setor, como as penas de frango e pelos suinos sdo de dificil degradacdo devido a sua
composicdo, sendo geralmente destinados a aterros ou incineragdo, o que pode ocasionar a
liberacdao de gases toxicos na atmosfera (ACDA, 2010; HASSAN et al., 2020). Além disso,
quando esses residuos sao descartados de forma incorreta, pode haver o acumulo deles no meio
ambiente podendo resultar na poluicdo de ecossistemas, tornando-se um problema ambiental
(SRIVASTAVA et al., 2020).

Uma alternativa a este problema, ¢ a realizacdo de uma abordagem biotecnoldgica
utilizando esses residuos para a obtencao de produtos de alto valor agregado. Os pelos suinos e
penas de frango sdo considerados de dificil degradacdo devido a proteina presente em sua
composicao. A queratina presente nesses residuos ¢ uma proteina complexa e rigida, composta
de longas ligacdes dissulfeto, ligacdes cruzadas e pontes de hidrogénio (GUPTA; RAMNANI,
2006; ONIFADE et al., 1998), e devido a essas ligagdes presentes nos pelos e penas, 0s mesmos
sao considerados polimeros naturais (WANG et al., 2016).

A queratina ¢ classificada pela sua estrutura podendo se apresentar nos formatos o-
hélice ou B-folha, também denominadas de a-queratina e B-queratina, respectivamente, e ainda
a queratina ¢ dividida quanto a sua dureza, ou seja, quanto maior o teor de enxofre e ligacdes
dissulfeto maior serd a dureza do residuo (GUPTA; RAMNANI, 2006; HASSAN et al., 2020).
Os pelos suinos e as penas de frango sdo classificados em a-queratinas duras e -queratinas
macias, respectivamente, e devido a sua estrutura complexa, esses residuos acabam sendo
resistentes ao ataque microbiano e de enzimas como a pepsina, tripsina € a papaina
(DIPANKAR; BHAN, 2019).

Com base em sua composi¢ao, esses residuos sdo chamados de residuos queratinosos, e
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na literatura € possivel encontrar diversos estudos que fazem uso de residuos desse tipo, como
as penas, por exemplo na obten¢do de produtos como ragdes para animais, produtos agricolas
(GUPTA; RAMNANI, 2006; HASSAN et al., 2020) e na produgdo de enzimas utilizando-as
como substratos em processos fermentativos de baixo custo (PRECZESKI et al., 2020).

As queratinases sao uma classe de enzimas capazes de hidrolisar residuos com queratina
em sua composicdo, como pelos suinos e penas de frango, devido a afinidade e alta
especificidade dessa enzima por substratos desse tipo (BRANDELLI; DAROIT; RIFFEL,
2010; KOTHARI; RANI; GOYAL, 2017), atuando nas ligacdes peptidicas presentes na
estrutura da queratina, transformando-a em uma estrutura mais simples (BHARI et al., 2018;
GOPINATH et al., 2015; SRIVASTAVA et al., 2020). A producao dessa enzima se da por
meio de microrganismos como bactérias, actinomicetos, leveduras e fungos (DIPANKAR;
BHAN, 2019; SRIVASTAVA et al., 2020). Diante disso, as queratinases microbianas atuam
quebrando as ligacdes dissulfeto presentes na queratina, produzindo a enzima, e em sequéncia
degradando-a (BHARI et al., 2018; GOPINATH et al., 2015; KOTHARI; RANI; GOYAL,
2017; SRIVASTAVA et al., 2020).

Com Dbase nisso, as queratinases microbianas sao consideradas enzimas
economicamente viaveis, pois sdo produzidas utilizando residuos queratinosos como Unica
fonte de carbono e nitrogénio em processos fermentativos de baixo custo, sem a necessidade
pré-tratamentos de alto custo, podendo serem utilizados apos realizarem uma reducgdo de carga
microbiana (BHANGE; CHATURVEDI; BHATT, 2016; MAZOTTO et al.,
2013;PRECZESKI et al., 2020; SRIVASTAVA et al., 2020). Além disso, as queratinases
microbianas obtidas a partir dos residuos queratinosos podem ser aplicadas em outros
processos, tais como, industrias farmacéuticas e téxteis, na producdo de ragdes, detergentes e
em produtos agricolas como biofertilizantes (DIPANKAR; BHAN, 2019).

No entanto, na literatura sdo encontrados diversos estudos que fazem uso destes residuos
na producdo de racdo animal, ndo havendo muitos estudos, exceto os que fazem uso de
compostos e hidrolisados de penas frango no crescimento de plantas como grama Bengala e
germinacdo de sementes de tomate (PAUL et al., 2013; BERYL et al., 2021), relatando a
utilizacao de residuos como os pelos suinos na produgdo enzimatica e sua posterior aplicacao
como biofertilizantes, sendo esta uma alternativa para valorizar esse residuo, uma vez que os
pelos suinos sdo uma boa fonte de matéria prima para a producao de queratinases (PRECZESKI
et al.,2020).

A utilizag¢do das enzimas queratinases na produgao de biofertilizantes ¢ considerada uma

alternativa promissora, uma vez que o hidrolisado obtido a partir da fermentagdo com
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microrganismos e residuos queratinosos ¢ considerado uma fonte de nitrogénio (DIPANKAR;
BHAN, 2019). O uso do hidrolisado de queratinases como fertilizantes possibilita o incremento
de nutrientes e minerais como nitrogénio, fosforo e potassio do solo, favorecendo o crescimento
de plantas (DIPANKAR; BHAN, 2019; PAUL et al., 2013). Os microrganismos utilizados na
producao do hidrolisado agem por meio de varios mecanismos, como por exemplo a fixacdo de
nitrogénio, solubilizagdo do fosfato por meio dos microrganismos, absor¢ao de ferro, e a
liberacdo metabolitos voltados ao crescimento da planta (BASU; RABARA; NEGI, 2017;
BERYL et al., 2021), ocorrendo a liberagdo e reciclagem de nutrientes e nitrogénio de forma
lenta, reduzindo a utilizag¢do de fertilizantes quimicos que podem prejudicar o meio ambiente
(JEONG et al., 2010; TAMREIHAO et al., 2017).

Diante dos aspectos apresentados, pode-se considerar que a utilizagao de residuos na
producdo de enzimas para aplicagdes posteriores na fabrica¢ao de bioprodutos tem se mostrado
uma alternativa promissora na diminui¢do de problemas ambientais, como a contaminagdo de
recursos hidricos e do solo por substancias quimicas e por residuos de dificil degradacao.

Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo a produgdo de um extrato
queratinolitico utilizando residuos de pelos suinos provenientes da agroindustria e aplicagao
do extrato queratinolitico como biofertilizantes, com o intuito de valorizar esses residuos e

diminuir a carga de compostos quimicos dispostos no solo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho ¢ a valorizag¢do de residuos, como pelos suinos provenientes
de processos agroindustriais na obtengcdo de enzimas queratinases para posterior aplicagao

como biofertilizantes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir queratinases por meio de fermentagcdo submersa e em estado sélido utilizando pelos
suinos e isolados fingicos;

e Avaliar cinética de fermentacdo e o aumento da massa de substrato por meio do
acompanhamento do processo fermentativo;

e Avaliar o potencial do extrato enzimatico, dos pelos suinos e microrganismo produtorde

queratinase como biofertilizante, aplicando-o no cultivo de mudas de tomate.

3 METODOLOGIA

No Fluxograma 1 ¢ apresentada a sequéncia de etapas que foram seguidas paraa
realizagdo deste trabalho. As metodologias aplicadas em cada processo demonstrado no

fluxograma estao descritas abaixo.
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Fluxograma 1: Sequéncia de processos realizados no desenvolvimento do trabalho.

-% -%
-

3.1 MICRORGANISMOS

Fonte: A autora

Os microrganismos utilizados neste estudo fazem parte do Banco de Microrganismos
do Laboratério de Microbiologia e Bioprocessos (LAMIBI) da Universidade Federal da
Fronteira Sul — Campus Erechim. Para a realizagdo deste estudo foram utilizados dois
microrganismos obtidos em estudos realizados anteriormente pelo grupo de pesquisa. Os
microrganismos utilizados neste estudo foram Aspergillus sp. € o microrganismo denominado
6B pelo grupo de pesquisa do LAMIBI, os quais foram isolados de penas de frango previamente
dispostas em solos de propriedades rurais locais. Ambos os microrganismos sao demonstrados

na Figura 1.
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Figura 1: Microrganismos utilizados no estudo (A) 4spergillus sp. (B) Microrganismo 6B

Fonte: A autora

3.2 AVALIACAO DA PRODUCAO ENZIMATICA

3.2.1 Substrato utilizado nas fermentacoes

A avaliagdo da producao da enzima queratinase foi realizada usando pelos suinos como
substrato, através de processos fermentativos em estado solido e submerso. Os pelos suinos
utilizados neste estudo foram cedidos por uma agroindustria local e armazenados em

embalagens de polietileno a 4°C até sua utilizacao.

3.2.2 Reducio da carga microbiana dos residuos

Os residuos queratinosos passaram por uma reducao de carga microbiana para serem
utilizados nos processos fermentativos. Essa redu¢ao consistiu na lavagem dos pelos suinos em
dgua corrente e posteriormente seca-los a 70°C por aproximadamente 4 horas em estufa

(Adaptado de RAI; KONWARH; MUKHERIJEE, 2009).

3.2.3 Fermentacao em estado submerso

O processo fermentativo em estado submerso foi realizado conforme a metodologia

descrita por Preczeski e colaboradores (2020), sendo o meio composto por 10 g/L.de pelos
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suinos, 0,1 L de tampao Tris HCI 0,05 M pH 8,5 e inoculo com células viaveis dos
microrganismo com potencial de producdo de queratinases, sendo este composto do conteudo
de cerca de 4 placas de petri contendo os microrganismos. O meio foi incubado em agitador
orbital a 28°C e 150 RPM por nove dias. A atividade queratinolitica foi determinada em 3, 6

e 9 dias (Adaptado de BAGEWADI; MULLA; NINNEKAR, 2018).

3.2.4 Fermentacao em estado solido

3.2.4.1 Teor de umidade dos residuos

O teor de umidade dos pelos suinos foi determinado a partir da secagem de
aproximadamente 0,5 gramas de pelo suino em um cadinho por 4 horas a 105 °C em mufla

(Adaptado de ABNT, 1986). A porcentagem de umidade foi calculada por meio da equagao 1.

Teor de umidade (%) = (1 — (Mj;zm)) X 100 Equagao 1
Onde:

M3: Massa final do cadinho + amostra apods 4 horas;
M2: Massa de amostra de pelo colocada no cadinho;
M1: Massa do cadinho ap6s 1 hora na mufla.
Com base na porcentagem de umidade dos pelos suinos, por meio da equagdo 2, foi
possivel determinar a quantidade de agua a ser adicionada ao meio fermentativo para que o

mesmo tenha 50% de umidade.

UxX(MS+MA )—MAP
1-U

Massa de agua a ser adicionada = Equagao 2

Onde:
U: Umidade desejada, sendo essa de 50%, logo U= 0,50; MS: Massa de pelo que se deseja
usar para a fermentagao;

MAP: Massa de pelo que deve ser adicionada para corrigir a umidade do residuo.

3.2.4.2 Processo fermentativo

A fermentacdo em estado solido foi realizada a partir de uma adaptacao da metodologia
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de Rai, Konwarh e Mukherjee (2009), em que o meio fermentativo foi composto por
aproximadamente 2,5 g de pelos suinos com 50% de umidade, o qual foi autoclavado a 121°C
por 20 minutos e em seguida adicionado o indculo com células do microrganismo com potencial
de produgao de queratinases. O meio foi incubado em BOD com umidificagdo a 28°Cpor 3 dias,

como demonstrado na Figura 2.

Figura 2:Processo fermentativo em estado solido.

Fonte: A autora

A extracdo enzimatica foi realizada adicionando 75 mL de tampao Tris HC1 0,05 M pH
8,5 ao meio fermentativo e incubado em agitador orbital a 150 RPM, 28°C por 1 hora.
Posteriormente, a fragao so6lida foi separada da fragdo liquida por meio de centrifugacao a 2000

RPM, 4°C por 10 minutos.

3.3 DETERMINACAO DE ATIVIDADE ENZIMATICA

A determinacdo de atividade queratinolitica foi realizada conforme adaptacdo da
metodologia de Bressollier e colaboradores (1999), a qual consiste em uma mistura contendo
0,013 g de azoqueratina (SIGMA-ALDRICH Keratin Azure K8500) como substrato padrao,
3,2 mL de tampao Tris HC1 0,05 M pH 8,5 ¢ 0,8 mL do extrato enzimatico. A reacao ocorreu
em banho ultratermostatico a 50°C por 1 hora. Posteriormente, a reagdo foi cessada com 0,8
mL de &cidoTricloroacético 10% e a absorbancia foi medida em espectrofotometro a 595 nm.
Uma unidade de atividade ¢ definida como a quantidade de enzima que resulta em um aumento
na absorbancia de 0,01 U apds um processo reacional de uma hora. A atividade queratinolitica

para o processo em estado so6lido foi calculada por meio da equagdo 3.
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ABS.
(0,01)

[Massa de pelo

Atividade queratinolitica: Aiquota de enzima,
Volume de tampao+Volume de acido

Volume de tampio na extracgio]

Equacao 3

Onde:
Massa de pelo: ¢ quantidade de pelos suinos utilizada no meio fermentativo;
Volume de tampdo na extragao: quantia de tampao Tric HCl adicionado ao meio para o processo
de extracdo da enzima;
ABS: Valor de absorbancia obtida no espectofotometro;
Aliquota de enzima: No caso do estudo ¢ de 0,8 mL;
Volume de tampao + Volume de 4cido: ¢ a quantia de tampao adicionada a mistura da rea¢ao
(3,2 mL) e o volume de 4cido adicionado para cessar a reacao (0,8 mL).
Ja para o processo fermentativo em estado submerso, a atividade queratinolitica foi

calculada por meio da equagdo 4:

ABS
Atividade queratinolitica: (zrrora de enzima 5 ) Equagdo 4

/(Volume de tampio+Volume de acido)

Onde:
Aliquota de enzima: No caso do estudo ¢ de 0,8 mL;
Volume de tampao + Volume de acido: ¢ a quantia de tampao adicionada a mistura da reacao

(3,2 mL) e o volume de 4cido adicionado para cessar a reacao (0,8 mL).

3.4 AVALIACAO DO TEMPO DE PRODUCAO ENZIMATICA

Com base nos melhores resultados obtidos, foi realizada uma avaliagao do tempo de
produgdo da enzima. Para isso, foi realizada uma fermentagao de 72 horas, sendo determinada
a atividade enzimatica a cada 24 horas, com o valor inicial de concentracao de substrato (2,5

gramas) e com o dobro do valor inicial de concentracao de substrato (5 gramas).
3.5 APLICACAO DO EXTRATO ENZIMATICO E DE PELOS SUINOS EM PLANTAS

A partir da melhor condi¢do de producdo enzimatica, o extrato enzimatico obtido e os
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pelos suinos foram aplicados em mudas de tomate do tipo salada, variedade Super Marmande
(Lycopersicon esculentum Mill). As mudas possuiam idade aproximada de 35 dias ao serem
plantadas, sendo provenientes de viveiro certificado e cultivadas em bandejas de polietileno. O
plantio das mudas ocorreu no dia 21 de abril de 2022.

Para realizar a aplicagdo dos extratos enzimaticos e dos pelos suinos foi utilizado o
delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), com 5 tratamentos, conforme
descritos na sequéncia, sendo 5 repetigdes por tratamento e 1 planta por unidade experimental,
plantados em vasos com capacidade volumétrica de 25 litros. Os tratamentos utilizados foram
misturados ao solo e aplicados na propor¢ao de 20g de tratamento para 20 kg de terra (Adaptado
de BERYL et al., 2021), sendo os tratamentos:

1. Controle negativo: somente terra;

2. Controle positivo: A terra com adicao de pelos suinos com corre¢ao de umidade;

3. Pelo + Microrganismo: A terra com adicdo de pelos suinos contendo indculo do
nmicrorganismo produtor de queratinase previamente fermentado por 24 horas;

4. Extrato enzimatico extraido: A terra com a adi¢ao do extrato enzimatico sem o processo de
centrifugacao descrito no item 3.2.4.2;

5. Extrato enzimatico extraido e centrifugado: A terra com a adi¢do do extrato enzimatico
extraido e centrifugado, conforme o item 3.2.4.2.

O experimento foi conduzido em condi¢des de casa de vegetagdo, nas dependéncias da
Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Erechim — RS, Brasil (27° 43° 37,97” S — 52°
17> 16,23 O). O solo utilizado para o preenchimento dos vasos foi coletado de 0 a 20
centimetros, nas dependéncias da area experimental da UFFS, Campus Erechim.As plantas

foram irrigadas por sistema de gotejamento.

3.5.1 Avaliacio da eficiéncia da aplicacao dos extratos enzimaticos e dos pelos suinos no

crescimento de mudas de tomate

A eficiéncia da aplicagdo dos tratamentos descritos no item 3.5, na promog¢ao do
crescimento das plantas, foi avaliada por meio da evolugao do crescimento do didmetro do caule
e da altura das mudas de tomate (BISWAS et al., 2021; SUN et al., 2021), desse modo com o
auxilio de um paquimetro digital e de uma trena metalica foi determinado o didmetro do caule
aproximadamente 5 cm acima do colo da muda de tomate e altura da planta mensurando-a do

seu colo até o apice, respectivamente, a cada 15 dias.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AVALIACAO DA PRODUCAO ENZIMATICA

A produgdo da enzima queratinase avaliada em processos fermentativos microbianos
em estado so6lido e em estado submerso com dois microrganismos distintos, resultou em
atividades queratinolitica elevadas para a fermentacdo em estado solido, como descrito na
Tabela 1, chegando a valores de atividade de aproximadamente 7 e 13 vezes maior que os
valores de atividade obtidos para fermentagdo submersa com o microorganimo Aspergillus sp.

e 6B, respectivamente, em 3 dias de fermentacao.

Tabela 1: Atividade queratinolitica obtida por meio de processos fermentativos microbianos

apos 3 dias de fermentacao.

Atividade queratinolitica

Fermentaciao em estado Fermentaciao em estado
solido submerso
Microrganismos . .
Atividade (U/g) Atividade (U/mL)
Aspergillus sp. 214,48 <2681 31,67 092
6B 591,51 #4234 47,92 #2681

Fonte: A autora

Mazotto e colaboradores (2013) observaram fendmeno semelhante ao realizar a
comparagdo de produgdo de queratinases em processos fermentativos em estado s6lido e em
estado submerso, utilizando penas de frango e 4 cepas distintas de Aspergillus niger, em seu
estudo. Os autores obtiveram atividade queratinolitica 7 vezes maior no processo fermentativo
em estado solido com a cepa Aspergillus niger 3T5B8 em 7 dias de fermentagdo, se comparado
com a fermentagao submersa submerso, obtendo uma atividade queratinolitica de 172,7 U/mL
(MAZOTTO et al., 2013).

Em outro estudo mais recente Bagewadi, Mulla e Ninnekar (2018), fizeram uso de uma
cepa de Trichoderma harzanium e residuos de penas de frango na producao de queratinases em
processos fermentativos em estado solido e submerso e também obtiveram atividades
queratinoliticas maiores para o processo em estado sélido, cerca de 1,8 vezes maior em relagao

a processo submerso, resultando em uma atividade de 1320 U/g em 8 dias de fermentacao.
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Essa diferenca de atividade enzimatica entre ambos os processos fermentativos pode
estar atrelada ao fato do processo fermentativo em estado sélido se igualar ao ambiente natural
que o microrganismo ¢ cultivado, e, portanto, torna o processo de produg¢do enzimatica mais
eficiente por tornar possivel a esporulagdo do microrganismo ao estar em contato com o residuo,
0 que ndo ocorre no processo em estado submerso por ser um meio totalmente diferentedo habitat
natural do microrganismo e com maiores teores de umidade (CHILAKAMARRY et al., 2022;
SINGHANIA et al., 2009). Ainda em relagdo a avaliagao da producao da enzima pelos dois
processos fermentativos, para o processo em estado submerso as atividades queratinoliticas em
6 ¢ 9 dias de fermentac@o foram inferiores as atividades obtidas em 3 dias de fermentacdo para
ambos os microrganismos, sendo essas iguais a 7,25"2% ¢ 12,08*>% para o microrganismo
Aspergillus sp. em 6 e 9 dias, respectivamente. Para o microrganismo 6B os resultados obtidos
em 6 ¢ 9 dias de fermentacio em estado submerso foram iguais a 10,33*%% ¢ 11,2507,
respectivamente.

Diante disso, para dar seguimento ao trabalho e com base nos resultados de atividade
queratinolitica descritos na Tabela 1, os préximos testes foram realizados com o microrganismo
6B em fermentacao em estado sélido por apresentar uma atividade maior em comparagao com

0 Aspergillus sp.

4.2 AVALIACAO DO TEMPO DE PRODUCAO ENZIMATICA

A avaliagdo do tempo de producao enzimatica realizada durante 72 horas com meios
compostos de 2,813 e 5,765 gramas de pelos suinos resultou em atividades queratinoliticas
elevadas nas primeiras 24 horas de fermentacio chegando a atividades iguais a 326,61*4233U/g
e 403,30*71:65 U/g, respectivamente.

Ja para as demais horas de fermentacao se observou atividade queratinoliticas menores
e proximas em relagdo as atividades obtidas em 24 horas de fermentagdo, como pode ser visto

no grafico 1, tanto para a concentragao inicial de substrato como para o dobro da concentragao.
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Grafico 1: Atividades queratinoliticas obtidas no processo de acompanhamento da

fermentagao.

248,63+67,79

72 horas
248,85+31,34
223,33+28,19
48 horas
234,77+28,58
403,3+71,65
24 horas
326,61+42,33
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Fonte: A autora

Ao comparar os resultados obtidos em 48 e 72 horas de fermentagdo com os resultados
obtidos na Tabela 1 para o processo em estado s6lido, pode se observar uma diminui¢ao dos
valores de atividade queratinolitica em 72 horas de fermentagdo com o microrganismo 6B. Essa
diferenca nos valores de atividade enzimatica pode estar atrelada a fatores externos ao processo,
como a temperatura ambiente estar abaixo de 20°C.

A temperatura ¢ uma das variaveis consideradas de extrema importancia para processos
fermentativos em estado sélido, diante disso € necessario que a temperatura esteja dentro de
faixas Otimas dos microorganimos ¢ das enzimas de interesse no estudo, como faixas de
temperatura entre 20 e 50 °C (CHILAKAMARRY et al., 2022).

Oliveira, Souza e Castro (2019), obtiveram valores de atividade enzimatica satisfatorios
ao realizar a fermentacao em estado solido em temperaturas acima de 24°C, utilizando farinha
de penas de frango e Aspergillus niger na produ¢ao de queratinase e alcangando valores de
atividade de até 21,25 U/g em 72 horas de fermentagdo, comprovando esse fendmeno.

Portanto, a partir dos resultados de atividade queratinolitica obtidos no
acompanhamento do tempo de fermentacdo, para dar seguimento ao processo de aplicagdao no
crescimento de plantas foi determinado que para a obtencdo dos extratos enzimaticos seriam
realizadas fermentagdes em estado so6lido com duragdo de 24 horas, uma vez que nas primeiras

24 horas foram obtidas as maiores atividades queratinoliticas.
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43 APLICACAO DO EXTRATO ENZIMATICO E DE PELOS SUINOS NO
CRESCIMENTO DE PLANTAS

A aplicagdo dos tratamentos citados no item 3.5 ao solo com o objetivo de auxiliar no
crescimento de mudas de tomate do tipo salada, variedade Super Marmande (Lycopersicon
esculentum Mill) apresentou resultados de crescimento satisfatorios, ja que as mudas de tomate
se desenvolveram de maneira normal, podendo destacar o tratamento denominado “pelo +
microrganismo”, o qual se trata somente do pelo em conjunto com o indculo do microrganismo

fermentado durante 24 horas previamente, como pode ser observado na Tabela 2.



Tabela 2: Resultados do acompanhamento da altura das mudas de tomate por 75 dias.
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Altura (cm)

Tratamento S dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias 75 dias
Controle negativo 18,06 *1-22 20,82 143 28,82 +2.02 40,88 +3-9 54,32 £3:4 78,42 £33
Controle posit 18,22 *121 21,26 111 26,52 143 35,06 332 44,6377 59,56 473

ontrole€ positivo
Pelo +
Microrganismo 17’72 +4,54 22,16 +1,33 29’32 +1,86 39’7 +3,29 53,60 +4,29 77,58 +6,29
ato enziméticoextraidol* 19 +1,12 22’42 +1,28 28,84 +2.21 36,18 +1,55 50,64 +1,98 70,16 +1,82
Extrato enzimatico
18,54 +1,06 21,7 +1,77 26,92 +1,17 36,84 +1,09 51’42 +1,91 71,28 +1,35

extraido e centrifugado?”

Fonte: A autora.

* . . . T ~ e . . .. ~ . .
™ Extrato enzimatico proveniente do processo fermentativo em estado sélido , sendo que no processo de extracdo enzimatica foi apenas adicionado o tampao Tris HCI ao meio
e incubado em agitador orbital por 1 hora.
2 Extrato enzimatico proveniente do processo fermentativo em estado solido , sendo que no processo de extragdo enzimatica foi adicionado o tampdo Tris HCI ao meio,

incubado em agitador orbital por 1 hora e apos centrifugado, sendo utilizado a porgéo liquida como tratamento no crescimento das mudas de tomate.
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Ao comparar o tratamento “pelo + microrganismo” com o controle negativo, o qual ndo
possuia nenhum tipo de tratamento, pode se observar valores de altura muito proximos podendo
ser considerado um tratamento eficiente, devido a esta proximidade. Estudos recentes,como o
de Beryl e colaboradores (2021), o qual aplicaram compostos de penas de codorna emconjunto
com indculo de cepas de bactérias do género Bacillus sp. na germinagdo de sementesde tomate
e acompanharam o crescimento das mudas, obtiveram alturas de até 26,44 centimetros para as
mudas de tomate, constatando que compostos que possuem queratina podem ser considerados
fontes de nutrientes em conjunto com microrganismos produtores dequeratinases.

Além disso, a diferenca obtida com a aplicag@o do tratamento “pelo + microrganismo”
em relacdo aos demais tratamentos pode estar relacionada com a a¢d@o microbiana promovida
pelo microrganismo 6B, podendo ocorrer a liberagao de nutrientes como carbono soluvel e
nitrogénio que estimulam o crescimento de plantas (PAUL et al., 2013).

Alguns microrganismos sdo destacados na literatura por possuirem agdes microbianas
que estimulam o desenvolvimento de plantas, como microrganismos do género Trichoderma
sp., pois possuem a capacidade de aumentar a absor¢do de nutrientes como cadmio, arsénio,
cobalto, magnésio e zinco dentre outros nutrientes, além de aumentar a eficiéncia do uso de
nitrogénio pela planta, sendo os nutrientes solubilizados do proprio solo em que o
microrganismo ¢ inoculado (HARMAN et al., 2004; SINGH et al., 2019; TARIQJAVEED et
al.,2021).

Em relacdo aos demais tratamentos como “extrato enzimatico extraido” e “‘extrato
enzimatico extraido e centrifugado”, em que houve a aplicacdo do extrato enzimatico liquido
em ambos os tratamentos, se obteve alturas muito proximas entre os tratamentos, no entanto
suas alturas foram menores em relacdo ao “controle negativo” e o tratamento “pelo +
microrganismo”.

No entanto, ao mensurar o didmetro do caule, se obteve resultados relativamente
maiores em relacdo aos tratamentos “pelo + microrganismo” e “controle positivo”, como

descrito na Tabela 3.



Tabela 3: Resultados do acompanhamento do didmetro das mudas de tomate em 75 dias.
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Diametro (mm)

Tratamento S dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias 75 dias
Controle negativo 3,41 *0:16 3,86 %021 4,19 *0.16 5,09 *0:51 5,56 *0:30 6,80 *0-60
3,74 0.9 3,86 %033 3,99 =017 4,03 *0-38 4,92 *0.73 5,51 043

Controle positivo ’ ’ ’ ’

Pelo +
Microrganismo 4,08 +0,12 3,81 +0,17 4’29 +0,14 4’91 +0,30 5’93 +0,89 6,08 +0,43
ato enzimaticoextraido'” 3,67 +0.07 3,56 0.1 4,11 021 433 #0.18 5,03 +0.28 6,10 +0:40
Extrato enzimatico

3,46 *0:27 4,18 033 4,38 £0:37 5,11 030 4,91 #0335 6,21 048

extraido e centrifugado?”

Fonte: A autora.

* . . . T ~ e . . .. ~ . .
™ Extrato enzimatico proveniente do processo fermentativo em estado sélido , sendo que no processo de extracdo enzimatica foi apenas adicionado o tampao Tris HCI ao meio
e incubado em agitador orbital por 1 hora.
2 Extrato enzimatico proveniente do processo fermentativo em estado solido , sendo que no processo de extragdo enzimatica foi adicionado o tampdo Tris HCI ao meio,

incubado em agitador orbital por 1 hora e apos centrifugado, sendo utilizado a porgéo liquida como tratamento no crescimento das mudas de tomate.
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Alguns estudos, como o de Paul e colaboradores (2013) que fizeram o uso de hidrolisado
de penas de frango fermentado com Paenibacillus woosongensis TKB2 no crescimento de
gramas Bengala, observaram que apds a aplicagdo do hidrolisado, houve um aumento
significativo da raiz em comparacao com a planta controle, chegando a crescimentos de até
19,95 centimetros. Diante disso, no caso desse estudo os “extratos enzimaticos extraidos” e
“extraido e centrifugado” atuaram nas mudas de tomate, de forma que promovessem o aumento
do didmetro do caule.

Conforme Bhari, Kaur e Singh (2021) hidrolisados obtidos por meio de alguns residuos
queratinosos, sdo ricos em aminoacidos como lisina, leucina, isoleucina dentre outros, que
possuem papel fundamental na fisiologia de plantas, como na formacao de tecidos vegetais e
sintese de vitaminas e proteinas além de regular fungdes vitais das plantas (SEDERA et al.,
2010 apud BHARI; KAUR; SINGH, 2021; DU JARDIN, 2015; POPKO et al., 2018). Diante
disso, a aplicagdo de ambos os tratamentos pode resultar em didmetros maiores devido a facil
disponibilidade de aminoacidos que auxiliem no desenvolvimento das raizes das plantas, por
ser um tratamento aplicado de forma liquida.

Além disso, devido a capacidade que os microrganismos possuem de transformar a
queratina das penas em peptideos mais acessiveis pode haver a melhoria das caracteristicas do
solo ao aplicar os extratos enzimaticos, influenciando de forma benéfica o desenvolvimento das
mudas de tomate (BERYL et al., 2021), pois ao comparar os tratamentos envolvendo pelos
suinos com o controle positivo, o qual era composto somente por pelos suinos sem a adi¢ao de
in6culo de microrganismo, se obteve os menores resultados de didmetro e altura, comprovando
que € necessario a agdo do microrganismo para estes residuos atuarem no desenvolvimento das
plantas e na liberacdo de aminoacidos e nutrientes para o solo e a planta (JEONG et al., 2010).

Ainda entre os fatores que puderam ocasionar a diferenga entre os resultados de altura
e diametro das mudas com e sem tratamentos aplicados ¢ a variacdo de temperatura. Durante a
realizacdo do estudo as condigdes climaticas da regido sul, principalmente no estado do Rio
Grande do Sul tiveram muitas variagdes de temperatura, variando de 20°C a 4°C em tempos
curtos, além da formagdo de geada, o que resultou em pequenas danificacdes nas mudas de

tomate, como pode ser observado na Figura 3.
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Figura 3: Danificagdes apresentadas nas mudas de tomate devido a variacdo de temperatura.
Da esquerda para direita: (a) Controle negativo; (b) Controle positivo; (c) Pelo

+Microrganismo; (d) Extrato extraido; (e) Extrato extraido e centrifugado

Fonte: A autora.

Porém, com o aumento da temperatura as mudas retomaram o seu crescimento € se

desenvolveram de maneira satisfatoria com 75 dias de cultivo, como demonstrado na Figura

4.
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Figura 4:Mudas de tomate com tratamento aplicados e com 75 dias de cultivo. Da esquerda

para direita: (a) Controle negativo; (b) Controle positivo; (¢) Pelo + Microrganismo; (d)

Extrato extraido; (e) Extrato extraido e centrifugado.

Fonte: A autora.

Com base nos resultados obtidos na aplicagdo dos tratamentos no crescimento das
mudas de tomate e por se tratar de um dos primeiros estudos a serem realizados utilizando os
pelos suinos como matéria prima, se obteve resultados satisfatorios uma vez que as plantas se
desenvolveram sem apresentar modificacdes negativas causadas pela aplicagdo dos

tratamentos.

4.4 IDENTIFICACAO DO MICRORGANISMO 6B

Com base nos resultados de altura obtidos para o tratamento “pelo + microrganismo” ao
serem aplicados nas mudas de tomate e por meio de andlises visuais se estima que o
microrganismo 6B utilizado neste estudo seja uma cepa do género Trichoderma spp. devido a

semelhanca com algumas cepas demonstradas na Figura 5.
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Figura 5: Cepas de microrganismos do género Trichoderma spp.

T atroviride 7. hamatum T harzianum T. ghanense

Fonte: BRIDZIUVIENE et al., 2022; ZIN; BADALUDDIN, 2020.

O microrganismo 6B, demonstrado na Figura 6, além de ser semelhante as cepas
demonstradas na Figura 5, ao ser aplicado nos pelos suinos em contato com o inéculo do 6B
diretamente no solo para o crescimento das mudas de tomate resultou nos maiores valores de
altura entre os tratamentos aplicados que possuem os pelos suinos como matéria prima. Este
fato pode estar atrelado ao género do microrganismo, uma vez que Trichoderma spp. sao
considerados bons microrganismos para o crescimento de plantas, devido ao efeito causado de

forma direta no desenvolvimento das mesmas (ZIN;BADALUDDIN, 2020).

Figura 6: Microrganismo 6B

Fonte: A autora.
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5 CONCLUSAO E PERPECTIVAS FUTURAS

A producao de queratinases utilizando pelos suinos, ainda é pouco relatada na literatura.
.Este estudo, mostrou que este residuo pode ser utilizado como susbtrato para obtencao de
enzimas queratinases por meio de processo fermentativo de baixo custo, uma vez que se trata
de uma enzima de alto valor comercial e de baixa produ¢do devido a sua alta especificidade.
Também verificamos que os pelos suinos juntamente com o microrganismo pode auxiliar no
crescimento de plantas, resultando no desenvolvimento de mudas de tomate de forma
satisfatoria.

Ainda, por ser um dos primeiros estudos a fazer a aplicagdo envolvendo este residuo no
crescimento de mudas de tomate, o mesmo permitiu a abertura para estudos futuros que
envolvam desde o uso dos tratamentos testados neste estudo na germinagao de sementes, até
aplicagdo dos tratamentos em maior volume e de outras maneiras, como por exemplo o uso dos
tratamentos liquidos na regagem das mudas, sem ser diretamente no solo,fornecendo uma

destinacdo final mais nobre para os pelos suinos, que sao considerados um problema ambiental.
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