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Resumo

As pesquisas em tecnologia enzimatica e de fermentagBes tém aumentado
significativamente e impulsionado o desenvolvimento industrial sustentavel. Estudos
voltados a minimizar os custos de producédo, otimizacdo de processos, aumentar a
qualidade de produtos e/ou reduzir 0s possiveis prejuizos ambientais de tecnologias
vigentes, tem ganhado crescente notoriedade. No Brasil, as empresas que se
destacam na aplicacdo de enzimas atuam na &rea de diagndsticos, industria
farmacéutica, de alimentos e bebidas, produtos médico hospitalares, indastria
quimica, induastria téxtil, couro, papel e celulose, racdo animal, saneantes,
cosmeéticos, produtos veterindrios e por fim bioinsumos agricolas; essa Ultima tem
crescido consideravelmente. O presente trabalho foi dividido em capitulos que
abordam os resultados de experimentos com quitinases e queratinases microbianas.
Tais enzimas sao de grande interesse para aplicacbes biotecnoldgicas,
especialmente no setor agricola onde tém ganhado expressiva evidéncia nos ultimos
anos. O capitulo | prop6e um abrangente referencial tedrico sobre as duas classes
de enzimas e suas aplicacbes. No capitulo IlI, trés espécies fangicas foram
selecionadas para a producdo de enzimas quitinoliticas, sendo Trichoderma reesei,
Trichoderma harzianum e Coriolopsis byrsina. Este estudo foi conduzido visando
demonstrar a possibilidade de utilizacdo de substrato agroindustrial como indutor da
producdo de quitinase. Também foi realizada a caracterizacdo bioquimica funcional
das enzimas e testes de aplicacdo para a remocdo de biofilmes. O capitulo Il
apresenta dados relacionados a degradacao de residuo de queratina; foi investigada
a capacidade da bactéria Bacillus cereus em hidrolisar penas de frango. As
caracteristicas bioquimicas funcionais das enzimas do extrato bruto foram
investigadas, assim como as propriedades bioativas do hidrolisado proteico. O
capitulo 1V exibe a capacidade da bactéria Ochrobactrum intermedium em hidrolisar
penas de frango, a caracterizagdo bioquimica funcional das enzimas resultantes e
aplicacbes biotecnoldgicas dos hidrolisados proteico. Esses achados destacam a
possibilidade de uso desses microrganismos para producdo de enzimas como uma
alternativa ambientalmente segura para tratar residuos provenientes de atividade

industrial, visando ofertar produtos biotecnoldgicos e sustentaveis.

Palavras-chave: Enzimas microbianas. Queratinase. Quitinase. Residuos de pena.

Proteases. Glicosil hidrolases.



Abstract

Research in enzyme and fermentation technology has increased significantly and
driven sustainable industrial development. Studies aimed at minimizing production
costs, optimizing processes, increasing product quality and/or reducing possible
environmental damage from current technologies have gained increasing notoriety.
In Brazil, companies that stand out in the application of enzymes operate in the area
of diagnostics, pharmaceutical industry, food and beverages, hospital medical
products, chemical industry, textile industry, leather, paper and cellulose, animal
feed, sanitizing products, cosmetics, products veterinary and finally agricultural
bioinputs, this has grown considerably. The present work was divided into chapters
that address the results of experiments with microbial chitinases and keratinases.
Such enzymes are of great interest for biotechnological applications, especially in the
agricultural sector where they have gained significant evidence in recent years.
Chapter | proposes a comprehensive theoretical framework on the two classes of
enzymes and their applications. In chapter Il, three fungal species were selected for
the production of chitinolytic enzymes, Trichoderma reesei, Trichoderma harzianum
and Coriolopsis byrsina. This study was conducted to demonstrate the possibility of
using an agro-industrial substrate as an inducer of chitinase production. Biochemical
characterization of the enzymes and application tests for the removal of biofilms were
also carried out. Chapter Ill presents data related to the degradation of keratin
residue, the ability of the bacteria Bacillus cereus to hydrolyze chicken feathers was
investigated, the studies were conducted using the enzymes in the crude extract and
applications of protein hydrolysates. In chapter 1V, the ability of the bacterium
Ochrobactrum intermedium to hydrolyze chicken feathers, characterization of the
resulting enzymes and biotechnological applications of protein hydrolysates were
investigated. These findings highlight the potential for using these microorganisms to
produce enzymes as an environmentally safe alternative to treating waste from
industrial activities, aiming at the possibility of offering biotechnological and

sustainable products.

Keywords: Microbial enzymes. Keratinase. Chitinase. Feather residues. Proteases.
Glycosyl hydrolases.
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das estruturas polimérficas de quitina (as setas

representam as cadeias poliméricas)

Mecanismo de acao de quitinases
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Fermentacdo com quitina coloidal (A e B) e casca de
cigarra (C e D) como substrato em diferentes
composi¢coes de meio de cultura para C. byrsina. Os
pontos representados nos graficos expressam o0s
valores de médias (n=3) e as barras de erro o desvio

padrao

Fermentacdo com quitina coloidal (A e B) e casca de
cigarra (C e D) como substrato em diferentes
composicdes de meio de cultura para T. harzianum. Os
pontos representados nos graficos expressam o0s
valores de médias (n=3) e desvio padrao

Fermentacdo com quitina coloidal (A e B) e casca de
cigarra (C e D) como substrato em diferentes
composi¢cdes de meio de cultura para T. reesei. Os
pontos representados nos graficos expressam 0s

valores de médias (n=3) e desvio padrdo

Efeito de pH (A) e temperatura (B) na atividade e
estabilidade das endoquitinases presentes no extrato
fermentativo de C. byrsina. As barras de erro

representam o desvio padrao (DP) entre réplicas (n=3)
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de cada medida

Efeito de pH (A) e temperatura (B) na atividade e
estabilidade das exoquitinases presentes no extrato
fermentativo de C. byrsina. As barras de erro
representam o desvio padrdo (DP) entre réplicas (n=3)

de cada medida

Efeito de pH (A) e temperatura (B) na atividade e
estabilidade das endoquitinases presentes no extrato
fermentativo de T. harzianum. As barras de erro
representam o desvio padrao (DV) entre réplicas (n=3)

de cada medida

Efeito de pH (A) e temperatura (B) na atividade e
estabilidade das exoquitinases presentes no extrato
fermentativo de T. harzianum. As barras de erro
representam o desvio padrao (DV) entre réplicas (n=3)

de cada medida

Efeito de pH (A) e temperatura (B) na atividade e
estabilidade das endoquitinases presentes no extrato
fermentativo de T. reesei. As barras de erro
representam o desvio padrdo (DV) entre réplicas (n=3)

de cada medida

Efeito de pH (A) e temperatura (B) na atividade e
estabilidade das exoquitinases presentes no extrato
fermentativo de T. reesei. As barras de erro
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de cada medida

Remocéo do biofilme de C. albicans por enzimas do

extrato enzimatico de T. reesei



Figura 15 -

Figura 16 -

Figura 17 -

Cultivo da bactéria B. cereus em 50 mL de meio
submerso (frascos erlenmeyer de 250 mL)
suplementado com 0,5% de pena de galinha, pH inicial
7,2. ApOs inoculo de 2,5 mg de biomassa seca, 0s
frascos erlenmeyer foram incubados a 30 °C (estufa
BOD) e 150 rpm por 132 h. As amostras foram
coletadas a cada 12 horas para monitoramento da DO
a 600 nm, degradacdo de penas (g), proteina total
soltavel (mg/mL) e grupos tiol (mg/L). DO (densidade

Optica)

Cultivo da bactéria B. cereus em 50 mL de meio
submerso (frascos erlenmeyer de 250 mL)
suplementado com 0,5% de pena de galinha, pH inicial
7,2. ApOs inoculo de 5,0 mg de biomassa seca, 0S
frascos erlenmeyer foram incubados a 30 °C (estufa
BOD) e 150 rpm por 132 h. As amostras foram
coletadas a cada 12 horas para monitoramento da DO
a 600 nm, degradacdo de penas (g), proteina total
solavel (mg/mL) e grupos tiol (mg/L). DO (densidade

Optica)

Cultivo da bactéria B. cereus em 50 mL de meio
submerso (frascos erlenmeyer de 250 mL)
suplementado com 0,5% de pena de galinha, pH inicial
7,2. Apos in6culo de 10,0 mg de biomassa seca, 0s
frascos erlenmeyer foram incubados a 30 °C (estufa
BOD) e 150 rpm por 132 h. As amostras foram
coletadas a cada 12 horas para monitoramento da DO
a 600 nm, degradacdo de penas (g), proteina total
solavel (mg/mL) e grupos tiol (mg/L). DO (densidade

Optica)
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Atividade queratinolitica e caseinolitica de enzimas
presentes no extrato fermentativo obtidos com
diferentes concentragbes de indculo da bactéria B.
cereus (biomassa seca/mL meio de cultivo): A- 2,5
mg/50 mL de meio; B- 5 mg/50 mL de meio e C- 10

mg/50 mL de meio de células

Capacidade de remocao de radical ABTS e poder
redutor dos extratos do cultivo da bacteria B. cereus
em meio com pena de galinha. Amostras derivadas dos
cultivos com diferentes concentracbes de indculo
(biomassa seca/mL meio de cultivo): A- 2,5 mg/50 mL
de meio; B- 5 mg/50 mL de meio e C- 10 mg/50 mL de

meio

Atividade de eliminacdo de radical DPPH dos extratos
do cultivo da bactéria B. cereus em meio com pena de
galinha. Concentracdes de inéculo (biomassa seca/mL
meio de cultivo): A- 2,5 mg/50 mL de meio; B- 5 mg/50
mL de meio e C- 10 mg/50 mL de meio

Atividades quelantes de Cu?* e Fe?* das amostras
coletadas em diferentes momentos (12-132 h) de
culturas com trés diferentes concentracdes de inéculo
da bactéria B. cereus (biomassa seca/mL meio de
cultivo): 2,5 mg/50 mL de meio (A), 5,0 mg/50 mL de
meio (B) e 10,0 mg/50 mL de meio (C)

Cultivo da bactéria O. intermedium em 50 mL de meio
submerso (frascos erlenmeyer de 250 mL)
suplementado com 0,5% de pena de galinha, pH inicial
7,2. Trés diferentes concentragbes de inoculo foram
avaliadas: 2,5 mg/50 mL de meio (A), 5,0 mg/50 mL de
meio (B) e 10,0 mg/50 mL de meio (C). Os frascos
erlenmeyer foram incubados a 30 °C (estufa BOD) e
150 rpm por 132 h, e as amostras foram coletadas a
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cada 12 horas para monitoramento da DO a 600 nm,
degradacdo de penas (g), proteina total solavel

(mg/mL) e grupos tiol (mg/L). DO (densidade 6ptica)

Atividades queratinolitica e caseinolitica das amostras
coletadas em diferentes momentos (12 a 132 h) de
culturas com trés concentracdes de indculo da bactéria
O. intermedium (biomassa seca/mL meio de cultivo):
2,5 mg/50 mL de meio (A), 5,0 mg/50 mL de meio (B) e
10,0 mg/50 mL de meio (C). A fermentacdo foi
realizada a 30 °C e 150 rpm

Poder de eliminacdo de ABTS e reducdo de Fe3* das
amostras coletadas em diferentes momentos (12-132
h) de culturas com trés diferentes concentracbes de
in6culo da bactéria O. intermedium (biomassa seca/mL
meio de cultivo): 2,5 mg/50 mL de meio (A), 5,0 mg/50
mL de meio (B) e 10,0 mg/50 mL de meio (C)

Atividades quelantes de Fe?* e Cu?* das amostras
coletadas em diferentes momentos (12-132 h) de
culturas com trés diferentes concentracdes de indculo
da bactéria O. intermedium (biomassa seca/mL meio
de cultivo): 2,5 mg/50 mL de meio (A), 5,0 mg/50 mL de
meio (B) e 10,0 mg/50 mL de meio (C)

Caracterizacdo do extrato enzimatico do cultivo
submerso da bactéria O. intermedium, pH 6timo (A),
temperatura otima (B; C) e estabilidade térmica (D; E)
em diferentes substratos. As linhas em vermelho
representam os valores para a atividade caseinolitica e

as linhas em preto atividade queratinolitica

Efeito dos Inibidores de peptidases na atividade

gueratinolitica (A) e caseinolitica (B) do extrato do



Figura 28 -

cultivo submerso da bactéria O. intermedium

Dispersdo do biofilme estafilocécico apos tratamento
com extrato enzimatico de O. intermedium
(concentracdo final de proteina de 108 pg/mL e
atividade caseinolitica de 15 U/mL) por 5 h e 24 h.
Absorbancia relativa (595 nm) de biofilmes corados
com cristal violeta a 1% solubilizados com acido
acético glacial a 30%, o maximo Abs. foi considerado
como 100% (A), e visualizacdo da remocao do biofilme
ap6s o tratamento enzimatico (B). A formacdo do
biofilme por S. aureus ATCC 25923 foi realizada
cultivando a bactéria em uma placa de poliestireno de 6
pocos contendo caldo Luria Bertani (LB) e incubada a
37 °C por 7 dias



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5-

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9-

LISTA DE TABELAS

Resumo de alguns estudos recentes sobre
queratinases e sua origem (produgdo por
fermentacdo submersa (FSm) e tecnologia
recombinante ou enzima comercial), propriedades

bioguimicas e suas possiveis aplicagdes.

Queratinases microbianas e hidrolisados proteicos
resultantes de seus processos hidroliticos:
microrganismos, sistemas de producao
(fermentacdo submersa (FSm), meios de
compostagem e tecnologia recombinante ou

enzima comercial), proteina.

Interferéncia de ions metalicos na atividade de
endoquitinase no extrato fermentativo de C.

byrsina

Interferéncia de ions na atividade de exoquitinase

no extrato fermentativo de C. byrsina

Interferéncia de ions na atividade de endoquitinase

no extrato fermentativo

Interferéncia de ions na atividade de exoquitinase

no extrato fermentativo

Interferéncia de ions metalicos na atividade da

endoquitinase no extrato fermentativo de T. reesei

Interferéncia de ifons metalicos na atividade da

exoquitinase no extrato fermentativo de T. reesei

Teste de preferéncia ao substrato para as enzimas

presentes nos extratos fermentativos



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABTS - Acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
AlA - &cido iodoacético

Asp - acido aspartico

BHT - hidroxitolueno butilado

C - Cisteina

CBM - mddulo de ligacéo a carboidrato
COS - quitooligossacarideos

DP - Desvio padrao

DPPH - 2,2- difenil-1- picrilhidrazil
EDTA - &cido etilenodiaminotetracético
EPS - substancias poliméricas extracelulares
F - Fenilalanina

FSm - fermentacdo submersa

GH - Glicosil hidrolase

Glu - 4cido glutamico

H - Histidina

His - Histidina

kDa - kilodalton

LB - Luria Bertani

Leu - Leucina

Lys - Lisina

M - Metionina



N-ETIL - N-etilmaleimida

NacGlc - N-acetil-D-glicosamina
PMSF - fluoreto de fenilmetilsulfonila
Pro - Prolina

ROS - espécies reativas de oxigénio
Rpm - rotag&do por minuto

SCP - proteinas de organismos unicelulares
TCA - acido tricloroacético

Tyr - Tirosina

W - Triptofano

Y - Tirosina

YPD - meio de cultura contendo extrato de levedura, peptona e dextrose



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt nnanas 20
CAPITULO 1 REVISAO BIBLIOGRAFICA .....coiiiiiiiiiierieieee s 22
1.2 QUITINASES ...ttt e sttt e e e e e e s e s e e e e e e e e e e e nnnnnneees 23
1.2.1 Ocorréncia da quitina na natureza e suas caracteristicas ..............cccc....... 23
1.2.2 Classificacdo e mecanismo de acao das Quitinases ..........ccooeeeeeveveevvnnnnnn. 25
1.2.3. QUItINASES fUNQICAS.......cce e e e 27
1.2.4. Aplicagdes de QUILINASES .......ccooeeeeiieeeeeee e 29
L3 QUERATINASES ... e e e e e e e e eaaeees 37
1.3.1 Sustentabilidade industrial de queratinases microbianas: producao e
POENCIAIS APIICAGOES.......eiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 37
1.3.2 Estrutura da queratina e sua producao N0 mundo...........cccceeeeeeereeeeeinnnnnnn. 37
1.3.4 Degradacao da QUETALING ............uuuuiiieeeeieieeiiici e ee e e e e e 39
1.3.5 Produca0o de QUETrAtiNASE.........ccevvuuiiieeeeeeeeeeiiei e e e e e 40
1.3.6 Aplicacdes bioteCnOIOQICAS..........uuvuiiiiie e 55
1.3.6.3 Aplicacdes biotecnoldgicas do hidrolisado de proteinas............cccc......... 58
1.3.7 Perspectivas fULUIAS ..........oooiiiiiiieeeeeeeeeee e 64
] (=] (=] [ = L 65
@] = N | I Y 1 82
1.4.1 OBIETIVO GERAL ...t e s 82
1.4.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS.......oooveieeeieeeeeeeeeeee e 82
CAPITULO 2 1ttt ettt 83
ARTIGO ..ottt e e e e e ettt et e e e e e e e e et e e e e e e e e e anna b e raeaaeeeeaans 83

Aproveitamento de quitina por espécies fungicas: caracterizacédo de endo e
exoquitinases presentes no extrato fermentativo produzidas por fermentacéo

S0 o] 4[] €7 VP 83
RESUMIO. ...t e et et et e e e et e e e e e e e eennans 84
2. INTRODUGAO ..ot 85
2.1 Material @ METOUOS. .......ccooiiiiiiiiie e 86
pZ I Y[ ol fo] o F= T 15 0 o F PP 86
2.1.2 Preparacéo de quitina coloidal.............ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 87
2.1.3 Fermentagao SUDMErSa ........coouiiiiiiiiii e 87
2.1.4 Ensaio de atividade enzimatiCa ...........ccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 88



2.1.7 Teste de remocao de biofilme.........ccooeeiiiiiiiiiii e, 91

2.2 RESULTADOS. ... ..o 92
2.2.1 Otimizagéao nas condi¢des de cultivo para a producao de quitinase........... 92
2.2.2 Fermentagao submersa utilizando diferentes fontes de quitina e diferentes
formulagctes de meio de CURUra............uuuiiiiiiiiiiii e 92
2.2.3 Caracterizagdo bioquimica funcional de quitinases presentes no extrato
FERIMENTALIVO ... e e e et e e e e e eeeeeees 97
2.2.4 Teste de preferéncia ao substrato para os extratos fermentados com
QUIINA COIOTAA ... 113
2.2.5 Remocgaéo de biofilme de C. albicans............cccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 114

2.3 DISCUSSAOD ... ettt e et e e eeee e, 115
2.3.1 Influéncia do tempo de fermentacao e variacdo na composi¢do do meio de
cultura na producéo de quitinase fUNQICa .........cccevvieeiiiiiiiiiiiii e, 115
2.3.2 Caracterizacao €NZIMALICA..........uuiiiieee e 116
2.3.3 Preferéncia das enzimas ao hidrolisar diferentes substratos................... 118
2.3.4 Remocao de biofilme ... 119

P2 o Tod (1S 1 120

] (=] (=] o = L RRRPPPPRPN 121

CAPITULO 3 .ttt ettt et ne s e enenas 125
S 1 T 125

Penas de frango como fonte de queratina para o cultivo submerso de Bacillus
cereus: producao de hidrolisado proteico com atividade queratinolitica e antioxidante

................................................................................................................................ 125
RESUMIO. ... ettt e e e et e e e e et e e e ern e eeees 126
3. INTRODUGAO ..., 127
3.1 Material € MELOUOS. .......cciiiiiiiiiii e 129

3.1.2 Microrganismo e fermentac8o submersa...........cccccccveiiiiieeeeeeeiiicce e 129
3.1.3 Determinacgéo de proteina total e grupo sulfidrila no hidrolisado de penas
.......................................................................................................................... 130
3.1.4 Ensaio de atividade proteolitiCa ............uuuuuuueiimriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiaees 130
3.1.5 Potencial bioativo de hidrolisados de penas.............cceeevveevieeiiiiininiinnnnnns 131
.2 RESULTADOS ... .o e e e e e e e e e eaaaes 133
3.2.1 Fermentagédo com Bacillus cereus usando pena de galinha como substrato
.......................................................................................................................... 133
3.2.2 Atividade queratinolitica e caseinolitica dos extratos fermentados.......... 137
3.2.3 Testes de atividade biologica dos hidrolisados...........cccooeeeeviiiiiiiiieneeennn. 140

3.2.4 Capacidade de quelante de metal ..........ccoooovviiiiiiiiiiiiicc e, 143



3.3 DISCUSSAOD ..ottt 145

3.3.1 Atividade antioXidANTE ............uuuuururiiiiiriiiiiiiiiiiieeieeeee e 146

3.4 COoNSIAEIaGOES PAICIAUS .....cceeiiiiiiiiiiiiii ittt 148
] (=] =] [ = 1 PR RURPPPPPPRN 149
CAPITULO 4 .ottt ettt seenas 153
S 1 T 153

A degradacéao total de penas de frango por Ochrobactrum intermedium resulta em
hidrolisados antioxidantes, quelantes e enzimas proteoliticas para disperséo do

biofilme eStafilOCOCICO. .........uuiiiiiiii e nnnnnnnes 153
RESUMIO. ... e e e e e e e e e e e e e e e nn e eee 154
4, INTRODUGAO ..ottt ettt e et eae e e e 155
4.1 Material € METOUOS. .......cuiviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee et 156
4.1.2 Microrganismo e fermentagao SUDMErSa...........ccouvvviiiiieeeeeeeeiiiiiee e 156
4.1.3 Determinacao da proteina total e grupo sulfidrila em hidrolisado de penas
.......................................................................................................................... 157
4.1.4 Ensaios de atividade enziMatiCa...............uuuvuuurrummmmmnniiiniinninennnnnn.. 158
4.1.5 Potencial bioativo dos hidrolisados de penas .............ccccuvveieiiiiiiiiinnnnnnnns 159
4.1.6 Efeito do pH, temperatura, estabilidade e inibidores na atividade
=TV 4= Lo U 161
4.1.7 RemoGa0 de DIOfilME .........uuiiiiiiiiiiiiii 161
4.2 RESULTADOS ..ottt ettt ettt e e e e e e e e e ee e 162
4.2.1 Degradacao de penas e producao de eNzimMas .......ccceeveeeeeeeeeeivrniiieeeeeenn. 162
4.2.2 Atividades antioxidante e quelante dos hidrolisados de penas................ 166
4.2.3 Efeito do pH e da temperatura na atividade e estabilidade de enzimas
presentes no extrato fermentativo ..............ccooviviiiiiiiii e 169
4.2.4 RemoGa0 de DIOfilME ........uuuiiiiiiiiiiiii 172
4.3 DISCUSSAOD .......oieiiiiiiiiieieiee ettt s et b et s e 173
N o] o 1115 T 178
=] (=] (=] o = 1RSSR 179
A N P 183

ANEXO B e 184



20

1 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, pesquisas em tecnologia enzimatica e de
fermentacdes tém impulsionado o desenvolvimento industrial sustentavel, seja
para minimizar os custos, otimizar o processo, aumentar a qualidade de
produtos e/ou reduzir 0s possiveis impactos ambientais de tecnologias
vigentes. Diante desse cenario, a demanda mundial por enzimas tem

aumentado significativamente ao longo do tempo (Silva, 2018).

No Brasil, as empresas que se destacam na aplicacdo de enzimas
atuam na é&rea de diagnosticos, seguido pela industria farmacéutica, de
alimentos e bebidas, produtos médico hospitalares e para laboratério. Insumos
enzimaticos também séo utilizados na industria quimica e em atividades
relacionadas ao meio ambiente, indUstria téxtil, couro, papel e celulose, racdo

animal, saneantes, cosmeéticos e produtos veterinarios (Politzer; Bon, 2016).

O segmento industrial, especialmente a agroindustria, é responsavel
pela geracdo de biomassa residual animal e vegetal que demandam tratamento
apropriado, a fim de reduzir impactos ambientais em seu descarte. Neste
estudo, utilizamos dois destes residuos, penas de frango (queratina) e quitina
(casca de camarao), provenientes de industrias produtora de carnes, sendo
esses utilizados como substrato para processos de fermentacdo submersa,

direcionando nossa atencdo as enzimas capazes de despolimeriza-los.

Em suma, sabe-se que estrutura recalcitrante de queratina dificulta a
acdo de proteases convencionais (papaina, pepsina, tripsina, entre outras),
aumentando o tempo com que esse material, quando descartado de forma
inadequada, permanece no ambiente. A degradacéo de penas a aminoacidos e
peptideos pela acdo de queratinases € ecologicamente vantajosa ho
gerenciamento destes residuos, uma vez que minimiza a necessidade do uso
de tratamentos fisico-quimicas convencionais, como incineracdo e hidrolise
acida (Abdel-Fattah et al., 2018; Jana et al., 2022).

J& a quitina € um homopolimero linear composto por unidades de N-
acetilglicosamina, que ocupa a posicdo de segundo polissacarideo mais

abundante na natureza. E encontrada principalmente com uma funcdo
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estrutural em conchas de crustaceos, exoesqueletos de insetos, presente na
casca do ovo, cuticula, faringe e bainha microfilaria de nematoides (Chen et al.,

2021) e paredes celulares de muitos fungos (Garcia-Fraga et al., 2015).

Devido a ampla distribuicdo de quitina na natureza, as quitinases vem
ganhando atencdo por seu potencial uso como biopesticidas, pois poderiam
contribuir no combate a insetos, fungos e nematoides. As quitinases podem
degradar diferentes estruturas vitais de pragas, como matriz e cuticula em
pragas como insetos, ovo de nematoides e parede celular em fitopatégenos
fungicos (Berini et al., 2018). Enquanto, as queratinases podem fornecer
hidrolisados ricos em aminoacidos e outros compostos benéficos ao

crescimento de plantas, atividades biolégicas entre outras aplicacdes.

Nesse contexto, investigamos a degradacdo destes dois residuos por
bactérias e fungos, e posteriormente avaliamos os usos das enzimas e dos

hidrolisados resultantes dos cultivos microbianos.
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4.4 Concluséao

Como premissa para a prospeccdo de enzimas de diferentes espécies
microbianas, nesta investigacdo lancamos luz sobre o manejo biolégico de
material queratinoso, que assume importancia seja pelo uso desta cultura
bacteriana como mais uma alternativa para degradar penas de frango e
fornecer uma proteina hidrolisada valiosa com atividade antioxidante e quelante
de metais, enzimas para dispersdo de biofiime, e também uma base para
estudos futuros para explorar as enzimas secretadas por esta bactéria e genes

que podem ser expressos em hospedeiros heterdlogos.
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