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RESUMO

A extensa producéo de residuos queratinosos no Brasil, devido a alta produtividade de aves e
suinos, gera anualmente uma carga significativa de materiais de dificil degradagdo natural que
requerem atencdo no contexto ambiental. Neste sentido, a producdo de queratinases, enzimas
proteoliticas com especificidade para a degradacdo da queratina contida em estruturas como
pelos, penas, bicos, cabelos e cascos, via processos fermentativos de baixo custo utilizando
microrganismos com afinidade para a producdo destas, se faz de suma importancia no
contexto ambiental e econémico, visando a diminui¢do da carga descartada e valorizacdo de
subprodutos do setor agroindustrial. Diante disso, este trabalho avaliou a producdo de
queratinases via biotecnol6gica em biorreator batelada e processos de concentracdo das
enzimas produzidas através de Sistema Aquoso Bifasico (SAB), contendo polietilenoglicol e
diferentes sais e solventes. O extrato foi caracterizado frente a diferentes pH e temperaturas
demonstrando melhores resultados quando exposto a valores maiores para ambas as
caracteristicas analisadas, Além disso foi avaliado o potencial do substrato reduzir a
concentracdo de cromo em efluente sintético de dicromato de potdssio com concentracao
inicial de 20 mg/L de cromo, com leituras em espectrofotdometro segundo a metodologia
descrita no Standad Methods, com a presenca de 1% de substrato p/v, mantida em agitador
orbital a 150rpm e 28°C. O extrato resultante do processo fermentativo apresentou resultados
promissores de purificacdo para a precipitacdo sal/solvente, utilizando-se acetona e cloreto de
sodio em 5 diferentes condicdes avaliadas, com fator de purificacdo variando entre 1,16 e
1,92. Com a utilizacdo do sal sulfato de aménio, foi possivel obter 1,37 de fator de
purificacdo, e 1,58 quando o sistema foi elaborado numa proporcdo de 50% para a relacdo
enzima/solvente e 0,5 mol/L de sal. Quanto as analises realizadas com o substrato restante
apos o final da fermentacdo este apresentou uma diminuicdo de 44,91% de sua massa inicial
em decorréncia de sua degradacao durante o processo. Ainda utilizando-se o substrato seco ao
fim da fermentacgéo, ocorreu uma reducdo de 93,45% da concentracdo de cromo hexavalente
apo6s 9 horas em agitador orbital. Desta forma, o estudo demonstrou-se relevante para a
producdo de queratinases, com aplicabilidade ambiental posterior e possibilidade de
concentracédo do extrato via processos de baixo custo.

Palavras-chave: Subprodutos. Enzimas. Concentragdo. Purificacdo. Metais pesados.



ABSTRACT

The extensive production of keratinous waste in Brazil, due to the high productivity of poultry
and pigs, annually generates a significant load of materials of difficult natural degradation that
require attention in the environmental context. In this sense, the production of keratinases,
proteolytic enzymes with specificity for the degradation of keratin contained in structures
such as hairs, feathers, beaks, hair and hooves, via low-cost fermentation processes using
microorganisms with affinity for their production, is of paramount importance in the
environmental and economic context, aiming at reducing the load discarded and valorization
of by-products from the agro-industrial sector. Therefore, this work evaluated the production
of keratinases via biotechnology in batch bioreactor and concentration processes of the
enzymes produced through a Biphasic Aqueous System (BAS), containing polyethylene
glycol and different salts and solvents. The extract was characterized against different pH and
temperatures showing better results when exposed to higher values for both analyzed
characteristics. In addition, the potential of the substrate to reduce the concentration of
chromium in synthetic effluent of potassium dichromate with initial concentration of 20 mg/L
of chromium was evaluated with readings in spectrophotometer according to the methodology
described in Standard Methods, with the presence of 1% wi/v substrate, maintained on orbital
shaker at 150 rpm and 28°C. The extract resulting from the fermentative process showed
promising purification results for the salt/solvent precipitation, using acetone and sodium
chloride in 5 different conditions evaluated, with purification factor ranging between 1.16 and
1.92. With the use of ammonium sulfate salt, it was possible to obtain 1.37 of purification
factor, and 1.58 when the system was prepared in a proportion of 50% for the enzyme/solvent
ratio and 0.5 mol/L of salt. As for the analyses performed with the remaining substrate after
the end of the fermentation, it showed a decrease of 44.91% of its initial mass due to its
degradation during the process. Still using the dried substrate at the end of fermentation, there
was a 93.45% reduction in the concentration of hexavalent chromium after 9 hours in an
orbital shaker. Thus, the study proved to be relevant for the production of keratinases, with
subsequent environmental applicability and the possibility of concentrating the extract via
low-cost processes.

Keywords: By-products. Enzymes. Concentration. Purification. Heavy metals.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é a atualmente o 4° maior produtor de carne suina do mundo e em 2020
produziu mais de 4,4 milhdes de toneladas, segundo a Associacdo Brasileira de Proteina
Animal (2021). Neste sentido a quantidade se residuos geradas por esse setor € significativa,
gerando uma preocupac¢do com a sustentabilidade produtiva destes processos. O pelo suino
juntamente com penas, bicos, I& unhas e cascos sdo fontes de queratina, proteina rigida e
fibrosa amplamente encontrada em residuos advindos de processamentos de mamiferos e aves
(REDDY et al., 2021).

A queratina € uma proteina fibrosa obtida principalmente de biomassa animal e
encontrada também no corpo humano, podendo ser dividida em a-queratina (compostas por
corddes em espiral) e B-queratina (estrutura em folha que pode ser subdividida em &cida ou
alcalina conforme o tamanho de sua estrutura), o primeiro tipo de estrutura pode ser
principalmente encontrado em tecidos, cabelos, unhas, chifres e cascos, e a segunda forma
estrutural em unhas, garras e bicos (HOLKAR, 2018)

Estas estruturas tridimensionais sdo de dificil degradacdo, compostas de ligacdes
dissulfeto, pontes de hidrogénio, compostos de enxofre e interacdes hidrofdbicas
apresentando resisténcia e impermeabilidade (HOLKAR et al., 2018; MAZOTTO et al., 2011;
RIFFEL et al., 2003; CALIN et al., 2017; GOPINATH et al., 2015).

A presenca de inumeras ligacGes dissulfeto unidas a cadeias peptidicas nestas
estruturas a tornam insoluveis, impermeaveis e resistentes a atuacdo de enzimas proteases
como pepsina e tripsina. Quanto a presenca de aminodcidos sulfurados, podem ser
classificadas também em mole ou dura, sendo a segunda com alto teor de cistina e contendo a
forma de a-queratina (GOPINATH et al., 2015; KORNITTOWICZ-KOWALSKA, 2011).

Devido a dificil degradacdo de residuos contendo queratina, estes se tornam um
agravante a sustentabilidade ambiental tendo em vista sua geracdo em larga escala pelo setor
agroindustrial, gerando a necessidade da gestdo e utilizacdo destes subprodutos, diminuindo a
carga descartada e agregando valor ao residuo que é gerado, favorecendo, portanto, os

aspectos ambientais e socioeconémicos (WANG et al., 2016).



As queratinases (EC3.4.21/24/99.11) sdo uma categoria de metaloproteases que
hidrolisam as queratinas devido a sua alta especificidade por esse tipo de substrato
(BRANDELLI; DAROIT; RIFFEL, 2010; KOTHARI; RANI; GOYAL, 2016). Essas enzimas
podem ser obtidas comercialmente via quimica ou via biotecnoldgica por meio de processos
fermentativos de baixo custo e ambientalmente adequados, atraves de uma série de
microrganismos para hidrolisar a queratina presente em ligacbes peptidicas
(PARINAYAWANICH, 2021).

A producdo de queratinases por meio de processos fermentativos utilizando como
substrato residuos queratinosos aliado a microrganismos que apresentam afinidade para a
producdo destas enzimas, apresentando estabilidade em pH alcalino e determinadas faixas de
temperatura. Apesar do baixo custo, a producdo desta enzima € relativamente baixa o que
torna a sua forma comercial com alto valor agregado em decorréncia de sua producéo ndo ser
via processos que utilizem subprodutos ou por meio biotecnoldgicos (HERZOG et al., 2015;
KOTHARI; RANI; GOYAL, 2016).

Devido a baixa producdo desta enzima, a ampliacdo de escala para este fim via
biotecnoldgica utilizando residuos queratinosos se demostra viavel com o intuito de agregar
valor a estes residuos e gerar um processo de baixo custo, podendo ser posteriormente
aplicado em varios processos, como na producdo de fertilizantes e biogas, a partir do
hidrolisado de queratina (DIPANKAR; BHAN, 2019; HASSAN et al., 2020), aditivos de
detergentes, no processamento de couro e nas industrias farmacéuticas e téxteis (DIPANKAR,;
BHAN, 2019; HASSAN et al., 2020).

Técnicas de concentracdo enzimatica se tornam relevantes apOs processos
fermentativos para a sua producdo visando melhorar os resultados obtidos para a atividade
especifica da enzima, por meio de métodos simples e de baixo custo. Neste sentido o Sistema
Agquoso Bifasico (SAB) é uma técnica envolvendo um sal e um polimero ou dois polimeros,
formando uma solucdo em duas fases liquidas imisciveis que apresenta caracteristicas
importantes para o crescimento microbiano, que acontece em uma das fases do processo. Esta
técnica se demonstra viavel para a aplicacdo na purificacdo e concentracdo de enzimas em
substituicdo a outras técnicas como cromatografia e ultrafiltracdo, de maneira a tornar o
processo mais rapido e com menor custo (KEE et al., 2022; SANTOS et al., 2022).

A concentragdo enzimatica por sal/solvente é uma técnica utilizada para precipitacao
de enzima quando combinada a um solvente organico e um agente i0nico, os solventes
2



proporcionam a atracdo entre as moléculas de proteinas devido a baixa constante dielétrica em
comparagdo com a agua, permitindo a precipitagdo enzimatica devido a substituicdo do
volume de agua pelo solvente, tornando a regido hidrofobica mais sollivel, podendo-se
aumentar a forca ionica da solucéo através da adicdo de sais (CORTEZ e PESSOA JR, 1999).

A indGstria de producdo e curticdo de couro gera em seus processos efluentes
contendo metais pesados como o cromo hexavalente. Materiais advindo de subprodutos como
pelos suinos pré-tratados apresentam potencial ao serem utilizados na remocéo deste metal em
efluentes, sendo um tratamento de baixo custo que por meio da utilizagdo de subprodutos que
seriam inicialmente descartados pelas industrias por incineracdo ou destinados a aterros,
possibilita a solucdo de um problema ambiental devido a alta producdo destes (de PARIS
JUNIOR et al., 2019).

Portanto, a realizacdo desse trabalho justifica-se pela utilizacdo de residuos
queratinosos, como pelos suinos, para a producdo de queratinases em larga escala via
fermentacdo submersa, utilizando fungos, em biorreator, mostrando-se uma alternativa viavel
de producdo desta enzima, de modo a agregar maior valor ao substrato obtido ao final do
processo e suas aplicacdes posteriores em industrias farmacéuticas, cosméticas, de produtos

animais, tratamento de efluentes que contenham metais pesados, dentre outras.



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a producéo de queratinases via fermentacdo submersa em reator de batelada,
utilizando microrganismos com potencial de producdo dessa enzima, bem como caracterizar e
avaliar a estabilidade enzimatica, além de concentrar a enzima, visando posterior aplicagdo na

area ambiental.

2.2 ESPECIFICOS

¢+ Avaliar a produgdo da enzima queratinases em biorreator;

L)

¢ Caracterizar o extrato enzimatico em diferentes pHs e temperaturas;

% Avaliar a estabilidade enzimatica ao longo do tempo;

0

» Concentrar e purificar o extrato enzimatico resultante do processo fermentativo;

¢ Avaliar a remoc¢ao de cromo hexavalente de efluente sintético;



3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIA-PRIMA

O residuo de pelos de suinos foram coletados de uma agroindustria local e
armazenados em embalagens de polietileno a -4°C. O residuo passou por uma reducdo de
carga microbiana, conforme adaptacdo das metodologias de Calin e colaboradores (2017) e
Preczeski e colaboradores (2020), o residuo foi lavado em &gua corrente e posteriormente

seco a 60°C.

3.2 MICRORGANISMO

O microrganismo com potencial de producdo de queratinases que foi utilizado neste
estudo foi o Aspergillus niger, armazenado em estufa BOD a -4°C, no laboratdrio de
Microbiologia e Bioprocessos da Universidade Federal da Fronteira Sul — UFFS, Campus
Erechim/RS

O microrganismo foi cultivado em placas de Petri, Figura 1, com meio de cultura Agar
Batata Dextrose por um periodo de 10 dias, em shaker a temperatura constante de 28°C e sem

agitacdo mecanica.

Figura 1. Microrganismo Aspergillus niger ap6s os 10 dias de crescimento

Fonte: A autora, 2023.



3.3 PRODUCAO DE QUERATINASES

A producgdo de queratinases foi realizada em biorreator com agitagdo mecanica e
volume total de 5 L (BIOTEC, Tecnal), conforme adaptacdo da metodologia de Preczeski e
colaboradores (2020). Foram adicionados 3 L de tamp&o TRIS HCI 50 mM pH 8,5 e 10 g/L
de pelos suinos como substrato queratinosos, como Unica fonte de carbono, nitrogénio e
fosforo. Posteriormente foi realizada a esterilizagdo do biorreator em autoclave a 120°C e 1,1
atm por 40 minutos (BONATTO et al., 2020).

Apbs a esterilizacdo do biorreator foi adicionado o inéculo contendo 10° esporos do
microrganismo com potencial de producdo de queratinases, com volume final de 50 mL/L do

volume total do processo.

A producdo de queratinases foi avaliada a cada 24 horas por nove dias a fim de
acompanhar a atividade queratinolitica, sendo cessada ao nono dia, pois testes preliminares

demonstraram que a maior atividade enzimatica apos este periodo diminui.

3.3.1 Medida de atividade enzimatica

A medida de atividade queratinolitica foi realizada conforme adaptacéo de Bressolier e
colaboradores (1999). Uma amostra de 0,8 mL do extrato enzimatico foi misturada com 3,2
mL de tampdo TRIS HCI 50 mM pH 85 e 0,013 g de azoqueratina comercial
(SIGMAALDRICH Keratin Azure K8500). A mistura foi para banho ultratermostatico a 50
°C por 1 hora. Apos esse tempo a reacdo foi cessada com 0,8 mL de &cido tricloroacético 10%
e posteriormente feita a medida de absorbancia a 595 nm. Uma unidade de atividade é
definida como a quantidade de enzima que resulta em um aumento na absorbéncia de 0,01 U

apos um processo reacional de uma hora.

As amostram foram avaliadas em triplicata, com branco sem a presenc¢a do extrato

enzimatico.



3.3.2 Determinacéo do teor de proteina

O teor de proteina do extrato enzimatico foi determinado por meio do método de
Bradford (1976), utilizando albumina de soro bovino como padrdo (SIGMA A3294).

3.4 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DO EXTRATO ENZIMATICO

A estabilidade enziméatica do extrato obtido foi avaliada a cada sete dias apos a
fermentac&o finalizar, sendo este extrato armazenado de -4°C a 10°C até a sua utilizago. Para
a avaliacdo da estabilidade foram realizadas medidas de atividade enzimatica e especifica do

extrato semanalmente durante o periodo de um més.

3.5 CARACTERIZACAO DO EXTRATO ENZIMATICO EM DIFERENTES pH E
TEMPERATURAS

O extrato enzimatico obtido a partir das fermentacdes em biorreator foi caracterizado
guanto a diferentes pHs da faixa alcalina (ANBU et al., 2005; KOTHARI; RANI; GOYAL,
2016) e temperaturas entre 40°C e 70°C.

Foram avaliados os tamp@es Carbonato/Bicarbonato em pH 10 e 10,62, Tampédo Tris
HCI 50mM pH 8,5 e tampdo fosfato de sédio 50mM pH 7,0, sob respectivas temperaturas de
70°C, 50°C, 78,28°C e 70°C. Os pontos experimentais foram determinados atraves de
planejamento experimental com Delineamento Composto Central Rotacional 2%, com variacdo

de pH e temperatura conforme descrito anteriormente.

3.6 DEGRADACAO DO SUBSTRATO QUERATINOSO

A degradacdo do substrato foi avaliada pela diferenga entre o extrato seco inicial

utilizado durante a fermentagdo em relacdo & massa seca de substrato ao final da fermentacéo.



Para a avaliacdo da diferenga de massa, 0 substrato queratinoso foi seco em mufla a
105°C por um periodo de 24 horas e pesado em balanca analitica.

3.7 CONCENTRACAO ENZIMATICA

3.7.1 Sistema Aquoso Bifasico

A concentracdo da enzima foi realizada via Sistema Aquoso Biféasico (SAB),
utilizando um sistema sal/polimero a fim de promover uma separacdo de fases entre estes
(topo e fundo), conforme a metodologia proposta por Albertsson (1986).

Para a preparagdo dos sistemas, os mesmos foram elaborados de forma que seja
composta por uma solucdo A de 50% peso/volume de polietilenoglicol (PEG) com massa
molar de 1500, e uma solucdo B composta por 40% de peso/volume de sal. Os testes foram
realizados utilizando os sais cloreto de sodio e sulfato de amonio.

Os sistemas foram compostos com diferentes proporgdes entre as solugdes A e B com
o0 intuito de verificar qual a melhor situacdo para a enzima, ap6s a mistura ser adicionada a
tubos de ensaio com volume de 25 mL a homogeneizacdo foi realizada em vortex e
posteriormente deixada em repouso por 20 minutos em banho de gelo até que ocorre a

separacdo das fases. A atividade enzimaética foi realizada para cada fase obtida.

3.7.2 Precipitagdo com solventes

A precipitacdo sal/solvente realizada nos testes preliminares foi executada em
condicBes fixas contendo 0,8mol/L de sal, solvente organico a concentragdo de 80% e
utilizando-se bomba peristaltica com vaz&o de 10mL/min foi realizada conforme metodologia
de Preszeski et al, (2018).

As fases foram separadas em amostras, onde a fase precipitada sera dissolvida em 5
mL de tampdo Tris HCI pH 8,5. Nos testes preliminares foi realizado um procedimento de



“screening”, avaliando-se diferentes solventes (acetona, etanol, N-propilico, Iso-propilico,
Iso-butilico e Tert-butilico) em condic¢fes com, e sem sal.

3.7.3 Fator de Purificacéo

O Fator de Purificacdo (FP) quanto a remocao de impurezas do extrato obtido atraves
do processo fermentativo foi calculado segundo a Equacgédo 1, com medidas do extrato bruto e
concentrado pela atividade enzimatica especifica através do método de Bradford (1976).

e N
s |]

Em que:
FP = Fator de Purificacéo;
A = Atividade especifica do extrato concentrado;

Ay, = Atividade especifica do extrato bruto.

3.8 AVALIACAO DO SUBSTRATO FRENTE A REDUCAO DE CONCENTRACAO
DE CROMO HEXAVALENTE

O substrato queratinoso seco ao final da fermentacdo foi avaliado quanto a sua
absorcdo de ions metalicos de efluente sintético com a utilizacdo de uma concentracdo
conhecida de diferentes metais por diferenca entre as concentracdes inicial e final da solucao
submetida ao extrato.

Para avaliar a capacidade de reducdo de concentracdo de Cromo Hexavalente foi
utilizado o método colorimétrico contido no Standard Methods com a utilizagcdo de
difenilcarbazida P.A. (C13H14N4O), em solugéo contendo 250mg de difenilzarbazida diluidas
em 50ml de acetona P.A., com leitura em espectrofotdmetro em 540nm e curva de calibragéo
previamente estabelecida.

Para a realizagdo do experimento foram adicionados 1% e 5% m/v de substrato de
pelos suinos em erlenmeyers contendo 100mL de solucdo de dicromato de potassio, com
concentracdo de 20mg L™ de cromo, permanecendo sob agitacdo em agitador orbital a

9



150rpm e 28°C, as amostras foram de 10mL cada as quais foram adicionados 2 mL da
solucgéo contendo difenilcarbazida.
A curva de calibracdo foi realizada atraves de uma solucdo mae de dicromato de

potassio com diferentes pontos de diluicdo para amostras entre 0,05mg e 1,5mg de cromo.

3.9 TRATAMENTO ESTATISTICO

Foi realizado planejamento de experimentos para o0s testes realizados com a aplicagéo
de Delineamento Composto Central (DCC) e Delineamento Composto Central Rotacional
(DCR), a fim de determinar as condi¢fes Otimas e a faixa de atuacdo de cada parametro e
combinagdo destes, com analise dos valores de “p valor” e comparagdo “f calculado” em
relagdo ao “f tabelado”, além do grau de confianga para a validacdo do modelo obtido. O
tratamento estatistico dos dados foi realizado utilizando o “software” Protimiza Experimental

Design (https://experimental-design.protimiza.com.br/).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ATIVIDADES ENZIMATICAS E ESPECIFICAS

A avaliacdo da producdo do extrato foi feita até o nono dia, com medicGes diarias da
atividade enzimatica e atividade especifica de queratinases, onde foi cessada, para utilizacao
do extrato obtido quando este estivesse com a maior atividade obtida, tendo em vista que apos
este periodo ocorre a diminuicdo dos resultados de atividade obtidos em relacdo ao dia que
ocorre a finalizacdo da fermentacdo segundo os testes preliminares executados. A figura 2
demonstra o extrato enzimatico sendo produzido em biorreator sob agitacdo e controle de

temperatura. A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos durante o processo fermentativo.

Figura 2. Processo fermentativo em biorreator.

Fonte: A autora, 2023.
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Tabela 1. Atividade enzimatica e especifica resultante do processo fermentativo ao
longo do periodo de nove dias

Dia Atividade enzimatica U/mL Atividade especifica U/mg
1 26,50 £ 0,41 174,97 £ 4,78
2 38,67 £5,20 322,62 +£1,03
3 30,17 £ 2,32 171,97 £ 2,32
4 47,50 £ 7,76 269,11 +1,08
5 34,17 £5,63 330,08 + 2,25
6 44,00 + 1,08 159,62 + 7,64
7 43,33 +2,78 216,15+ 7,88
8 85,67 £ 1,03 393,12+ 1,55
9 88,67 = 2,09 402,86 + 2,46

Fonte: A autora, 2023.

Quanto a reducdo da massa do substrato utilizado, para a realizacdo da fermentagéo
foram adicionados 30,09g de pelos suinos e ao final da fermentacdo houve uma reducdo na
massa de substrato no meio fermentativo resultando em uma diminuicdo de 44,91% de seu
peso seco, resultando em 16,589 de substrato quando se findou o processo. Portanto ocorreu
uma reducao relevante na quantidade do substrato utilizado devido a sua degradacdo durante a
fermentacdo, sendo as maiores atividades alcangadas no nono dia do processo.

Quanto a estabilidade do extrato enzimatico ap6s o final da fermentacdo este
apresentou em tempos maiores que 9 dias atividades enzimaticas e especificas maximas 50
U/mL e 250 U/mg respectivamente, ndo ocorrendo variacGes significativas durante o periodo

de um més.

4.2 CARACTERIZACAO DO EXTRATO ENZIMATICO

A caracterizagdo do extrato foi realizada em diferentes temperaturas e pH. Quanto ao
comportamento do extrato obtido em pH entre 6,38 ¢ 10,62 e temperatura entre 21 ¢ 78°C,
por meio dos tampdes Tris HCl 50 mM pH 8,5, Carbonato/Bicarbonato de Sédio 50 mM pH
10 e 10,62 e Fosfato de Sddio 50 mM pH 6,38 e 7,0. Os resultados podem ser observado na
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Tabela 2, a figura 3 demonstra a curva de contorno obtida através do Delineamento Composto
Central Rotacional realizado.
Tabela 2. Caracterizagdo do extrato enzimatico frente a diferentes pH e temperaturas

para avaliar a faixa Otima de atuacdo da enzima resultante do processo fermentativo

Ensaio pH Temp. (C°) Atividade (U/mL)
1 -1(7) -1 (30) 5,13
2 1 (10) -1 (30) 7,17
3 -1(7) 1(70) 26,99
4 1(10) 1(70) 59,57
5 -1,41 (6,38) 0 (50) 10,99
6 1,41 (10,62) 0 (50) 21,56
7 0 (8,5) -1,41 (21,72) 13,98
8 0 (8,5) 1,41 (78,28) 46,28
9 0(8,5) 0 (50) 13,71
10 0 (8,5) 0 (50) 13,21
11 0 (8,5) 0 (50) 13,52

Fonte: A autora, 2023.

A atividade enziméatica demostra que o extrato obtido apresenta respostas melhores
quanto submetido a combinacdo de maiores temperaturas e pHs através de analise estatistica
com 95% de confianca pelo “software” Protimiza Experimental Design. Com modelo valido
para a curva obtida com R? de 0,947, p valor < 0,05 e Fcalc 3,5 vezes maior que Ftab.

Figura 3. Curva de contorno para a relagdo temperatura versus pH.
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Fonte: A autora, 2023.
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Os resultados obtidos para caracterizagdo enzimética sdo similares aos obtidos por
Zhang et al. (2019), onde os testes propostos pelos autores demonstraram uma maior
atividade para a enzima queratinase em temperaturas de 50 a 70°C e em pHs neutros a

alcalinos na faixa de 7,0 e 11,0, com faixa 6tima obtida em pH 10,0 e temperatura de 60°C.

4.3 SISTEMA AQUOSO BIFASICO

Apbs a realizacdo de testes preliminares para o SAB e posterior aplicacdo de
Delineamento Composto Central (DCC) com variacdo na concentracdo de sal e PEG no
sistema, apenas um ponto demonstrou FP maior que 1 para a fase topo utilizando cloreto de
sodio. Em todos os sistemas a enzima concentrou-se na fase de topo devido a afinidade desta

com a fase salina pode ser observada visualmente conforme a Figura 4.

Figura 4. SAB com extrato queratinoso.

Fonte: A autora, 2023.
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Tabela 3. Resultados DCC de SAB utilizando o sal cloreto de sodio e PEG 1500.

pH Atividade
Ensa PEG (% Sal . Fator de

) Especifica .

io VIV) (% viv) Purificacdo

(U/mg)

1 15 (-1) 14 (-1) 4 (-1) 331,45 1,28

2 25 (+1) 14 (-1) 4 (-1) 247,22 0,95

3 15 (-1) 22 (+1) 4 (-1) 214,80 0,83

4 25 (+1) 22 (+1) 4 (-1) 209,31 0,81

5 15 (-1) 14 (-1) 8 (+1) 250,22 0,96

6 25 (+1) 14 (-1) 8 (+1) 172,98 0,67

7 15 (-1) 22 (+1) 8 (+1) 254,51 0,98

8 25 (+1) 22 (+1) 8 (+1) 228,16 0,88

9 20 (0) 18 (0) 6 (0) 232,39 0,90
10 20 (0) 18 (0) 6 (0) 233,99 0,90
11 20 (0) 18 (0) 6 (0) 236,13 0,91

vezes maior que Ftab.

Fonte: A autora, 2023.

O modelo foi valido para a curva obtida com R? de 0,990, p valor < 0,05 e Fcalc 10,95

Sal (X, %)

Figura 5. Curvas de contorno para as interacdes do SAB
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Os experimentos relacionados para a realizagdo de sistema aquoso bifasico utilizando-
se extrato obtido apresentaram fator de purificacdo apenas com a utilizacéo do sal Cloreto de
Sodio, conforme pode ser observado na Tabela 3, foram realizados através da variacdo da
quantidade de sal e PEG da solucéo, e consequentemente de enzima a fim de obter um volume
final de 25 mL. A anélise estatistica dos dados demonstrou resultados melhores quando ha
menores concentragdes de sal no meio, aliada ao menor volume de PEG e pH entre 4 e 6.

O sistema apresentou resultado acima de FP>1 em apenas um ponto, no ensaio 1, 0s
resultados obtidos para o SAB demonstram-se interessantes devido ao baixo custo de
aplicacdo da técnica de concentracdo associado a sua simplicidade de execucao e tempo baixo
de preparacdo até a sua concentracao.

Estudos realizados por Kee et al. (2022), apresentaram resultados de recuperacao
enzimaticas até 94,80% utilizando os PEGs 1000 e 2000 e os sais sulfato de amonio e citrato
de sddio, portanto, a concentracdo de PEG pode ser um dos fatores que influenciou no
resultados obtidos, tendo em vista que os melhores resultados obtidos no estudo citado foram
obtidos com a utilizacdo de PEG 1000 combinado com sulfato de aménio em proporcdo
30/7,5% p/p. Portanto a concentracdo do polimero pode estar influenciando diretamente no

sistema desenvolvido tendo em vista a afinidade apresentada entre este e a enzima.

4.4 PRECIPITACAO SAL/SOLVENTE

Foram realizados testes preliminares conforme as Tabelas 4 e 5 que demonstraram que
os solventes acetona e etanol apresentam resultados promissores para a concentracdo
enzimatica via precipitacao.

Para os testes preliminares foram utilizadas as condicGes fixas de 10mL de Solvente,
0,5 mol/L de sal e vazdo de 10ml/min na bomba peristéltica, a fase sobrenadante (S) foi
separada em béquer e a fase precipitada (P) foi resuspensa com 5mL de Tampao Tris HCI pH
8,5.

A Tabela 6 demonstra os resultados obtidos para o planejamento de experimentos para
o0 sal cloreto de sodio e a Tabela 7 para o sal sulfato de amo6nio na fase precipitada. A adicédo
de sais aumenta as respostas obtidas, sendo o delineamento composto central realizado entéo

variando a concentragéo de sal, solvente e vazdo do mesmo.
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Tabela 4. Condicdes preliminares para a precipitacéo

Ensaio

Condicao

1

2
3
4
5
6

Apenas Acetona
Apenas Etanol
Acetona + Sulfato de Amonio
Acetona + Cloreto de Sodio
Etanol + Sulfato de Amdnio

Etanol + Cloreto de Sédio

Tabela 5. Testes preliminares realizados com os sais Cloreto de Sddio e Sulfato de

Fonte: A autora, 2023.

Amonio e utilizando os solventes acetona e etanol, onde “P” indica a fase precipitada e “S” a

fase sobrenadante.

Ensaio Atividade Especifica (U/mg) Fator de Purificacao
1P 326,08 £ 2,75 1,26
2P 186,26 + 4,75 0,72
3P 324,58 + 0,75 1,25
4P 408,73 £ 1,00 1,58
5P 205,75+ 2,00 0,79
6P 161,65 £ 0,75 0,62
1S 192,35 + 3,25 0,74
2S 78,72 + 2,75 0,30
3S 210,74 £1,25 0,81
4S 208,19 + 0,75 0,80
5S 135,63 £ 2,25 0,52
6S 89,91 +0,75 0,35

Fonte: A autora, 2023.

Apos a realizacdo dos testes preliminares observou-se que os fatores de purificacéo

para estes sais e nestas condigdes eram maiores que 1 apenas para o solvente acetona e com

ambos os sais na fase precipitada, desta forma, os ensaios foram continuados sob estas

condigdes apenas.
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Tabela 6. DCC para o sal cloreto de sodio

Ensaio Sal Solvente Vazéo Atividade Fator de
(mol/L) (%) (mL/min) Especifica (U/mg) Purificacéo
1 0,36 (-1) 48,1 (-1) 4,6 (-1) 497,40 1,92
2 0,36 (-1) 48,1 (-1) 12,4 (+1) 482,26 1,86
3 0,36 (-1) 71,9 (+1) 4,6 (-1) 301,56 1,16
4 0,36 (-1) 71,9 (+1) 12,4 (+1) 161,72 0,62
5 0,84 (+1) 48,1 (-1) 4,6 (-1) 427,78 1,65
6 0,84 (+1) 48,1 (-1) 12,4 (+1) 379,59 1,46
7 0,84 (+1) 71,9 (+1) 4,6 (-1) 5,74 0,02
8 0,84 (+1) 71,9 (+1) 12,4 (+1) 35,48 0,14
9 0,60 (0) 60,0 (0) 8,5 (0) 236,68 0,91
10 0,60 (0) 60,0 (0) 8,5 (0) 241,14 0,93
11 0,60 (0) 60,0 (0) 8,5 (0) 237,70 0,92

Atividade Especifica Enzima Bruta: 259,39 U/mg

Fonte: A autora, 2023.

O modelo foi valido para a curva obtida com R? de 0,963, p valor < 0,05 e Fcalc 2,8

vezes maior que Ftab.
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Figura 6. Curvas de contorno obtidas por meio das atividades especificas resultantes
da precipitacdo envolvendo o sal NaCl e o solvente acetona
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Fonte: A autora, 2023.

A precipitacdo utilizando-se cloreto de sddio e acetona apresentou 5 pontos com fator
de purificacdo maior que 1, com o maior resultado obtido atraves da condigdo com menores
valores de vazdo, concentracdo de sal e de solvente e, portanto, maior adi¢cdo de enzima ao
meio. O processo se demonstrou eficiente aumentando em quase 2 vezes a atividade
especifica da enzima avaliada.

A analise estatistica dos dados, Figura 6, demonstrou que na interacdo entre vazéo e
solvente a variacdo da primeira ndo influéncia quando hd uma baixa concentracao de solvente,
porém em relacdo a interacdo com o sal, vazdes e concentracbes menores apresentam
resultados mais significantes, por fim, a interacdo entre sal e solvente corrobora com as
demais interagdes demonstrando que a baixa concentracao de solvente em solu¢do aumenta 0s

resultados obtidos.
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Tabela 7. DCC realizada para a precipitacdo utilizando o sal sulfato de amonio e

acetona
Ensaio Sal Solvente Vazéo Atividade Fator de
(mol/L) (%) (mL/min) Especifica (U/mg) Purificacéo
1 0,36 (-1) 48,1 (-1) 4,6 (-1) 355,73 1,37
2 0,36 (-1) 48,1 (-1) 12,4 (+1) 198,71 0,77
3 0,36 (-1) 71,9 (+1) 4,6 (-1) 237,24 0,91
4 0,36 (-1) 71,9 (+1) 12,4 (+1) 146,86 0,57
5 0,84 (+1) 48,1 (-1) 4,6 (-1) 155,89 0,60
6 0,84 (+1) 48,1 (-1) 12,4 (+1) 61,11 0,24
7 0,84 (+1) 71,9 (+1) 4,6 (-1) 43,98 0,17
8 0,84 (+1) 71,9 (+1) 12,4 (+1) 43,46 0,17
9 0,60 (0) 60,0 (0) 8,5 (0) 118,02 0,45
10 0,60 (0) 60,0 (0) 8,5 (0) 113,97 0,44
11 0,60 (0) 60,0 (0) 8,5 (0) 114,85 0,44

Atividade Especifica Enzima Bruta: 259,39 U/mg

Fonte: A autora, 2023.

O modelo foi valido para a curva obtida com R? de 0,958, p valor < 0,05 e Fcalc 2,5

vezes maior que Ftab.
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Figura 7. Curvas de contorno obtidas por meio das atividades especificas resultantes
da precipitacdo envolvendo o sal sulfato de aménio e o solvente acetona
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Fonte: A autora, 2023.

Quanto a utilizacéo do sal sulfato de amdnio, Tabela 7 e Figura 7, a utilizacdo deste sal
apresentou resultado melhores apenas em uma das condi¢Ges, quando houve as menores
concentragdes de sal e solvente com maior presenca de enzima, de forma semelhante ao outro
sal utilizado nos experimentos e nas condi¢fes preliminares com quando houve a adi¢do de
50% de solvente a condicdo avaliada.

A andlise estatistica dos dados apresentou os melhores de resultados em condi¢6es
com menor vazao, menor volume de solvente e concentracdo de sal, com maior volume de
enzima.

Os resultados obtidos principalmente em relacdo a utilizacdo de acetona como
solvente e o sal cloreto de sédio, se demonstram promissores e corroboram com 0s estudos
realizados por Preczeski, onde o maior acréscimo obtido foram com a adicdo dos mesmos
compostos para a precipitacdo da enzima queratinase obtendo rendimento de 49,58% e
42,64% utilizando o sal sulfato de amdnio ambos em proporcdes de 0,5 mol L™ de sal e 50%

v/v de solvente com taxa fixada em 10 ml min™.
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4.5 CAPTURA DE IONS DE CROMO

Para o calculo da remoc¢do de cromo em solugdo com o substrato de pelo suino foi
realizada uma curva em espectrofotdmetro a 540 nm para concentraces de 0,05 mg a 1,50
mg de cromo, Figura 8, utilizando difenilcarbazida P.A. para reacdo apds a adicdo de &cido
stlfurico 72% até atingir pH 1 £ 0,3, a curva e sua respectiva equacdo da reta podem ser
observadas no Grafico 1.

Figura 8. Pontos para a curva de calibracédo

Fonte: A autora, 2023.

Gréfico 1. Curva de concentracdo de cromo
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Fonte: A autora, 2023.

Posteriormente em Erlenmeyers foram adicionados 100mL de solu¢do dicromato de
potassio contendo 20 mg L™ de cromo, os testes preliminares foram realizados com 1% e 5%
m/v de pelos suinos (Figura 9) e apds estes os testes foram continuados com 1% de pelos, 0s

resultados de remoc¢&o podem ser observados na Tabela 8 e Gréfico 2.
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Figura 9. Solugdo de dicromato de potéssio com diferentes quantidades de substrato

o

Fonte: A autora, 2023.

A andlise da diminuicdo da concentracdo de cromo foi inicialmente conduzida com
medidas a cada 24 horas e para as diferentes quantidades de substrato, apds estes testes
preliminares, 0os demais experimentos ocorreram com adicdo de 1% p/v de pelos suinos com

medidas a cada 1 hora.

Tabela 8. Concentracdes de cromo obtidas com a utiliza¢do de 1% m/v de pelos suinos

em solucéo de dicromato de potassio, medidas a cada 1 hora

Tempo (horas) Concentracéo de cromo (mg/L™)
9,88 +0,14
6,88 £ 0,08
5,24 + 0,00
3,90+0,13
2,83+0,19
2,30+£0,11
1,62 +0,01
1,40 £ 0,02
1,31+0,13

Fonte: A autora, 2023.

© o0 N oo O A W N PP

Ap6s o periodo de 9 horas ndo foi mais verificada diminuicdo na concentracdo de
cromo para a condicdo avaliada até o periodo de 48 horas onde foram cessadas as medidas. Os
resultados obtidos se demonstraram relevantes com uma diminuicdo de 93,45% na

concentracdo em 9 horas, havendo uma queda de mais de 50% desta em uma hora de reacéo.
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O resultado se demonstra interessante por ser resultante de um processo de baixo custo
que utiliza o residuo fermentativo advindo de um subproduto agroindustrial, resultados de até
99,41% de remocdo de Cromo hexavalente foram obtidos sob condi¢cdes com concentracdo
inicial de 4,6mg Cr° L™ e 8,7% m/v de biomaterial adicionado em uma periodo de 3 horas,
utilizando pelos suinos pré-tratados com perdéxido de hidrogénio nos estudos propostos por de
Paris Janior et al. (2019).

Estudos realizados por Singh e Mishra (2021), utilizando aguas residuais para a
utilizacdo de cepas tolerantes a presenca de cromo utilizou Microbacterium paraoxydans,
apresentando uma remocédo de 99,96% CR IV em 5 dias apara uma concentragao inicial de
50mg/L de cromo e de aproximadamente 53% em concentragdes inicias de 200mg/L.

Neste sentido a ndo utilizacdo de pré-tratamentos que envolvam a utilizacdo de outros
compostos tornam o processo de menor custo, com um tempo baixo até a sua remocao
maxima, além de proporcionar a utilizacdo de residuo de processo fermentativo utilizado
anteriormente para a producéo enzimatica por meio de um residuo ao qual é agregado valor e
permite uma segunda utilizacdo fechando um ciclo produtivo para o processo visando a

aplicabilidade da economia circular.
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5 CONCLUSOES

Os experimentos realizados durante este trabalho demonstraram potencial para a
producdo com valorizacdo do processo via duas técnicas de concentracdo de queratinases por
processos biotecnoldgicos de baixo em custo. Além de proporcionar uma reducdo de peso
para os pelos suinos utilizados e tornando estes que seriam anteriormente descartados um
subproduto com valor agregado com aplicagdo ambiental, que apds a producdo enzimatica
torna possivel a diminuicdo na concentracdo de cromo em efluente sintético de maneira
expressiva permitindo a utilizacdo do extrato enzimatico para a producao de concentracdo da

enzima e do residuo de seu substrato em processos de interesse ambiental.
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