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1. Proteases microbianas

- Hidrolases: clivam ligagdes peptidicas

- Aproximadamente 60% do mercado mundial de enzimas

- Aplicabilidade:
- detergentes - alimentos
- couros - usos meédicos/farmacéuticos

- outras industrias: téxtil, fotografica, ...

- Substratos para producao de enzimas: 40% dos custos

- substratos alternativos
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2. Penas de frango
- Apéndices epidermicos de aves

- Queratinas sao componentes majoritarios: ~90% (d.w.)
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Fig. 1. Estrutura de uma pena (Adaptada de Wang et al., 2016)
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- B-queratinas: conteudo de cisteina (4-8%)
- empacotamento compacto

- pontes S-S, pontes de H, interacées hidrofébicas

Filamento de
B-queratina
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- estresses mecanicos

- agentes quimicos

(L ] - proteases (tripsina, pepsina)

Fig. 2. Estrutura de filamento de (-queratina
(Adaptada de Wang et al., 2016).
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3. Penas de frango como residuos

- Producao avicola: expansao

- Mundo:
- EUA + Brasil + China: >40 milhoes ton de carne/ano

- Unido Europeia: ~11 milhdes ton de carne/ano

- Brasil (2015): 3° maior produtor mundial
- 5,7 bi de frangos abatidos (Regiao Sul: ~60%)

- 13,1 milhdes ton de carcacas

- Rio Grande do Sul (2015):

- 800 mi de frangos abatidos = 1,6 mi ton de carcacas



ENZITEC 2016

Xl SEMINARIO BRASILEIRO DE
TECNOLOGIA ENZIMATICA

‘I'

- Penas representam 5-10% do peso corpoéreo de frangos

- Abatedouro com capacidade de abater 165 mil aves/dia

- aproximadamente 18,5 toneladas de penas/dia

- Mundo: ~5 milhdes de toneladas de penas/ano

- Brasil: ~640 mil toneladas em 2015

- RS: ~80 mil toneladas em 2015
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Penas ——> Recalcitrancia + Elevada producao

l

Acumulo localizado

l

Problemas ambientais

l

Estrategias de manejo
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4. Manejo de residuos queratinosos

- Incineragao: custos; liberagao de NH,

- Disposicao no ambiente.

- acumulo (zonas anaerdbias): produgao de H,S e NH,

- Coccédo sob pressao + moagem: farinha de penas

- suplemento em ragcoes animais: custos; valor nutricional
- Hidrdlise quimica: peptonas

* Qutras alternativas???

- baixo custo, reducio de riscos ambientais/saude
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5. Queratinas sao degradadas na natureza

- Microrganismos queratinoliticos:

- queratina como fonte de nutrientes (C, N, S) e energia

- Capacidade de degradacao (Brandelli et al., 2010):
- proteases extracelulares (queratinases, ...)
- reducao de pontes dissulfeto: sulfitdlise
- ataque mecanico: pressao/penetracido de micélio

- hipétese recente (Lange et al., 2016):
- monooxigenases liticas de polissacarideos (LMPOQOs)
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6. Penas como substratos para obtencao de proteases

6.1. Bioprospeccao

- Estratégias dependentes de cultivo

- isolamento de microrganismos queratinoliticos

- Potencial: metagenGmica: genes para proteases
- transformacao de hospedeiros microbianos

- contudo... principal foco € a obtencao de enzimas
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- Bioprospeccao:
- Avaliacao do potencial proteolitico/queratinolitico:
- producao de proteases extracelulares (testes qualitativos)

Col6nia
bacteriana

Halo de hidfélise

Fig. 3. Cultivo de Bacillus sp. P45 Fig. 4. Cultivo de isolados bacterianos
em Agar Leite. em Agar Farinha de Penas. (Adaptado
de Sangali & Brandelli, 2000).
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- Avaliacao do potencial queratinolitico

- Cultivos em meios contendo penas (testes qualitativos)

d v

Fig. 5. Cultivos de Bacillus sp. CL18 realizados a 30
°C. a: controle, ndo inoculado; b, ¢, d: inoculados
com CL18 e incubados por 2 (b), 4 (c) e 6 (d) dias.
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6.2. Aspectos do bioprocesso

6.2.1. Microrganismo
- Determina condicoes e limites do bioprocesso

- GRAS

- Eficiéncia: - tipo selvagem
- mutagénese

- técnicas de genOGmica
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- Técnicas de gendGmica

- B. amyiloliquefaciens K11 (queratinolitico): gene kerK

l

B. subtilis SCK6 < plasmideo pUB110-kerK
(nao proteolitico) l
l B. amyloliquefaciens K11
proteases l
+
degradacao de penas superexpressao

(Yang et al., 2016)
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- Controle microbiano da producao de proteases

- Producéo constitutiva / controlada (indutivel)

- Em Bacillus licheniformis ATCC 21415 (Parrado et al., 2014):
- cultivos com penas de frango: abordagem protedmica
- diversidade de hidrolases secretadas:

- relacionada a complexidade quimica das penas
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- Inducéo por estresses/limitagoes nutricionais
- producao maxima: final da fase /og ou fase estacionaria

- queratinas sao macromoléculas (teor de N € adequado)
- indisponibilidade: sintese de proteases/queratinases

- queratinas como indutores indiretos?

- Em Bacillus cereus (Adiguzel et al., 2009):

- limitacao de peptideos: secrecao de proteases

- Represséao catabodlica
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6.2.2. Condicoes de cultivo

- Cultivos submersos (SmF) >>>> Estado solido (SSF)
- microrganismo
- rendimento enzimatico
- degradacao/solubilizagcao das penas
- controle do processo

- custos
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- Temperatura:
- crescimento microbiano X producao de enzima
- temperaturas elevadas (~50 °C)

- processo acelerado, menos contaminacoes, custos

- pH: pH alcalino facilita hidrolise de queratinas: efluentes?

- Aeracao: aerobiose >>>> anaerobiose

- SSF: substrato-suporte

- Homogeneizacao/agitacao: mistura, oxigénio, cisalhamento
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6.2.3. O substrato

- Penas inteiras X Penas fragmentadas/moidas

- aporte de energia (mecanica)

- tamanho de particula:
- superficie para ataque microbiano/enzimatico
- tempo de cultivo e rendimento enzimatico
- homogeneizagao do meio

- SSF: compactacao
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Fig. 6. Producao de protease por Bacillus sp. CL33A durante cultivos
submersos (30 °C, pH inicial 7,5, 125 rpm) em meio mineral contendo
10 g/L de penas inteiras (o) ou farinha de penas (m).
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- Concentracao de penas (SmF)

- aproveitamento do potencial microbiano

- agitacao: cisalhamento

- viscosidade do meio

- transferéncia de massa (oxigénio)

- inibigao por substrato / inibicao por produto
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Fig. 7. Producao de protease por Bacillus sp. CL18 durante cultivos submersos
(30 °C, pH inicial 7,5, 125 rpm) em meio mineral contendo diferentes
concentragcoes de penas inteiras.
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6.2.4. Uso de cosubstratos organicos e aditivos inorganicos

- Ex. organicos: glicose, sacarose, amido, peptonas, ...
- Ex. inorgénicos: NH,CI, (NH,),SO,, ...

- Efeitos variaveis: tipo e concentracao
- inibicao da producgao: repressao catabdlica

- aumento da producao: acumulo de biomassa

- final da fase log: limitagao nutricional: producao
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Tabela 1. Efeito de co-substratos e aditivos sobre a producao de
protease por Bacillus sp. CL18 em meio contendo penas (30 g/L)

Co-substrato/aditivo Concentracao prot:otlli\tlilg:?s /mL)
Controle - 380,0
Glicose 0,2% 0,0
Sacarose 0,2% 2,0
Amido 0,2% 277,8
Extrato de levedura 0,2% 199,7
Peptona de carne 0,2% 236,0
NH,CI 0,1% 310,0
CacCl, 10 mM 0,0

MgCl, 10 mM 177.5
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Fig. 8. Efeito de fontes de nitrogénio (2 g/L; esquerda) e sais (0,2 g/L; direita) sobre a
producao de queratinase por Bacillus pumilus A1 em meio contendo farinha de penas
(10 g/L). (Adaptado de Fakhfakh-Zouari et al., 2010).
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6.2.5. Escala:
- Literatura cientifica: (Shake-)flasks

- Escalonamento: fermentadores/biorreatores (1-10 L)

- BioResource International, Inc. (B. licheniformis PWD-1)
- bancada (10 L) — piloto (100 L) — industrial (50,000 L)

- Versazyme™

6.2.6. Conducao: :
Areas amplas para avancos

- batelada simples cientifico-tecnoldgicos
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7. Consideracoes finais
- Bioprocesso “ideal”

- Maxima producao de proteases

- Completa degradacao das penas

Cinéticas podem
nao coincidir!!

realizados em meio contendo penas inteiras (10 g/L).
a: controle, nao inoculado; b: inoculado.

=" —

Fig. 9. Cultivos submersos (30 °C, 125 rpm, 5 dias) de Bacillus sp. CL18
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- Foco biotecnolégico

* Penas de frango como matéria-prima/substratos

Bioprocessamento microbiano

\/

Degradacao

+

\

PROTEASES

Biomassa microbiana

Hidrolisados proteicos

MANEJO + AGREGAGCAO DE VALOR
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