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RESUMO

O avango na avicultura industrial trouxe consigo um aumento na geragao de
residuos, como penas, cascas de ovos, carcagas, sangue e aguas residuais. Estima-
se que sao globalmente produzidas mais de 8,5 milhées de toneladas de penas
anualmente como subprodutos desse setor. O descarte inadequado desse residuo
contribui para problemas ambientais e transmisséo de doengas, no entanto, as penas
das aves sdo constituidas por aproximadamente 91% (em peso) da proteina
queratina. Portanto, do ponto de vista econémico e ambiental, é desejavel desenvolver
processos eficazes de extragdo de queratina das penas de aves. Sendo assim, este
trabalho apresenta um método de extracdo de queratina inovador, visto que utiliza a
farinha das penas de frango para a obtencéao da proteina, diferentemente dos métodos
convencionais que realizam o processo de extragao direto das penas, tornando o
processo de extragdo, portanto, ainda mais rapido. A queratina foi obtida por um
processo de extracdo alcalina, alcancando um rendimento de extracdo de 20% em
temperatura de 15 °C, concentragdao de NaOH de 2 M e tempo de extragao de 90 min.
Adicionalmente, com o intuito de despolimerizar a proteina, realizou-se um processo
de choque térmico seguido de moagem. Dessa forma, através das analises de DLS e
GPC, foi possivel observar particulas com didmetros entre 5 e 200 nm e massa molar
menor que 9 kDa, respectivamente. Além disso, a analise de MET apresentou
dominios cristalinos com didmetros entre 5 e 15 nm. Portanto, este trabalho
representa um avanco importante para a industria avicola e a biomedicina, visto que
apresenta uma alternativa em potencial para o reaproveitamento das penas de aves
e para a producao de queratina, que pode ser estudada para aplicacbes em
biomateriais.

Palavras-chave: Subproduto agroindustrial. Nanoparticulas de queratina. Hidrélise
alcalina. B-queratina.



ABSTRACT

The advance in industrial poultry farming has brought with it an increase in the
generation of waste such as feathers, eggshells, carcasses, blood and wastewater. It
is estimated that globally more than 8.5 million tons of feathers are produced annually
as a by-product of this sector. The disposal of this waste transmission to environmental
problems and diseases. However, bird feathers are made up of approximately 91% (by
weight) of the protein keratin. Therefore, the set point of environmental cost penalties
is the process of developing environmental penalty processes. Therefore, this presents
a method of obtaining keratin, a method seen, that is used in a different way, to obtain
a method of obtaining different methods so that a method of obtaining different flour is
adopted. In this way, the receiving process even faster. Kera was carried out by an
aca obtaining process, obtaining a yield of obtaining a concentration of 20% at 15 °C,
a temperature of 2 M and a obtaining time of 90 min. Additionally, in order to
depolymerize a protein, a thermal shock process was carried out followed by milling.
In this way, through the observations, respectively, of DLS and GPC, it was possible
to observe with observation between 5 and 200 nm in diameter and molar mass less
than 9 kDa. Furthermore, TEM analysis showed crystalline domains with diameters
between 5 and 15 nm. Therefore, it represents an alternative and an important advance
for the biomedicine industry, since it represents a reuse of feathers and the production
of a work alternative for the industry, which can be a potential application for work.

Keywords: Agro-industrial by-product. Keratin nanoparticles. Alkaline hydrolysis. B
keratin.
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1  INTRODUGAO

Um dos maiores setores da industria alimenticia do mundo € a avicultura
(CHOWDHURY; MOREY, 2019). Segundo o Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (2021), a produ¢cao mundial de carne de frango em 2020 foi de
aproximadamente 100,4 milhdes de toneladas (USDA, 2021).

A industria avicola produz em escala global cerca de 68 milhdes de toneladas
de residuos por ano (penas, cascas de ovos, carcagas, sangue € aguas residuais)
(MCGAURAN et al., 2021). Dessa forma, os principais problemas enfrentados por
esse setor estdo relacionados as questbes ambientais e ao gerenciamento de
residuos. Tais problemas podem ser minimizados com uma gestdo ambiental correta,
pois, além de melhorar o desenvolvimento da atividade, aumentara sua lucratividade
(KARUPPANNAN et al., 2021).

A avicultura gera aproximadamente 8,5 milhdes de toneladas de residuos de
pena anualmente em todo o mundo (YADAV; KHOSLA, 2021). Devido a grande
variedade de microrganismos em sua composi¢ao, incluindo patdgenos, as penas
devem ser tratadas rapidamente (SINKIEWICZ et al., 2017), tendo em vista que o
descarte inadequado desse material contribui para problemas ambientais e de
transmissao de doencas (TESFAYE et al., 2017). Atualmente, o método mais comum
para o reaproveitamento das penas é a producao de farinha de penas hidrolisadas
(FPH), que é utilizada para producao de ragdo animal. Segundo Bellaver (2002), a
FPH pode ser definida como um produto resultante da coc¢éo, sob pressao, de penas
limpas e nao decompostas (podendo conter sangue, desde que né&o altere
significativamente sua composi¢éo), obtidas no abate de aves.

As penas das aves sdo constituidas por aproximadamente 91% (em peso) da
proteina queratina, que apresenta caracteristicas como alta estabilidade e baixa taxa
de degradacao (OUAKARROUCH et al., 2020). A queratina pertence a familia dos
filamentos intermediarios, sendo encontrada em 13, cabelos, unhas, cascos, penas e
chifres de mamiferos, aves e répteis. Essa proteina pode ser classificada em dois tipos
de conformacgdes: a-queratina e -queratina. A a-queratina é o principal componente
de 13, cabelos, unhas, chifres e cascos. Ja a B-queratina constitui principalmente as
penas, os bicos de aves, as garras e as escamas de répteis (POURJAVAHERI et al.,
2019).
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Podem ser encontrados 14 tipos de aminoacidos na composi¢cédo da queratina,
sendo a cisteina o aminoacido principal (2% a 18% em peso), cuja presencga resulta
no aumento de forca e resisténcia, dificultando a agao de enzimas proteoliticas. Além
disso, esse aminoacido apresenta propriedades hidrofébicas, resultando na
insolubilidade em solventes polares ou apolares. Sendo assim, a dissolugcao da
queratina pode ser alcangcada através da quebra das ligagdes dissulfeto e de
hidrogénio, podendo esse processo ser realizado através da hidrolise (alcalina ou
acida), combinacao de tratamentos enzimaticos ou tratamentos quimicos (SHI;
DUMONT, 2014).

De acordo com Ji et al. (2014), a queratina possui uma estrutura molecular
unica e arranjos cristalinos, tornando esse polimero uma otima alternativa para
aplicagdes biomédicas como transporte de farmacos, cicatrizacdo de feridas e
engenharia de tecidos (FEROZ et al., 2020; MCLELLAN et al., 2019). Dessa forma,
do ponto de vista econdmico e ambiental, &€ desejavel desenvolver processos eficazes
de extragdo de queratina das penas de aves. Dentre os métodos mais comuns de
extracdo da queratina, destacam-se os métodos de redugdo, oxidagao, explosao a
vapor, liquidos iénicos e extragao alcalina (HOLKAR et al., 2018).

No entanto, ainda ha escassez de informacgdes a respeito dos métodos de
extracdo de queratina das penas de aves. Com toda essa disponibilidade de residuos
de penas, ainda € necessario desenvolver métodos de extracdo de queratina que
sejam mais ecologicos, econdmicos e menos demorados, e que visem a produgéo em
maior escala, facilitando assim a comercializacdo desse material. Além disso, parte
dos estudos encontrados na literatura estdo voltados para a extragdo de queratina
diretamente das penas das aves, tornando o processo ainda mais demorado devido
as etapas de pré-tratamento das penas.

Portanto, este trabalho visa extrair queratina da farinha de penas de frango,
pois esse subproduto avicola ja se encontra na rota comercial para produgao de ragao
animal, tornando o processo de extragao ainda mais rapido. Utilizou-se o método de
hidrolise alcalina para solubilizar a proteina, pois essa técnica apresenta maiores
facilidades para controlar as variaveis envolvidas no processo (temperatura, tempo e
concentracédo de NaOH), tornando possivel melhorar o rendimento de extracdo de
queratina das penas das aves. Ademais, realizou-se um processo de choque térmico

seguido de moagem para avaliar o efeito de despolimerizagcado da proteina.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar o processo de extracdo da queratina da farinha das penas de frango.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

Propor um método alternativo para aproveitamento das penas de frango,
utilizando-as para extracido de queratina;

Estudar o potencial da farinha de penas de frango para extragdo de
queratina;

Otimizar o processo de extragao de queratina da farinha de penas de frango
por hidrélise alcalina, avaliando a concentragao de solugao, temperatura e
tempo de extracdo, bem como as propriedades fisico-quimicas dos
materiais extraidos;

Caracterizacao das amostras de queratina por DRX, MEV, ATR-FTIR,
Analise Elementar, ATG, MET e GPC;

Avaliar o processo de choque térmico, seguido de moagem na

despolimerizagédo da queratina.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1  PRODUCAO AVICOLA

A avicultura no Brasil iniciou com pequenos produtores familiares que
trabalham até hoje em diversas regides do pais. No inicio, a geracéo de renda dessas
propriedades era proveniente da criacdo de animais rusticos, também conhecidos
como “caipiras”, destacando-se a producdo de aves e as outras atividades como
producao de ovos, leite, carne bovina e suina (ZEN et al., 2014).

De acordo com Govoni et al. (2021), a avicultura fornece uma ampla variedade
de sistemas de producgao e fornece subprodutos como carne, ovos e esterco para
fertilizacdo. Além disso, essa atividade pode ser desenvolvida por pequenos e
grandes produtores, gerando mais renda e consequentemente melhorando o nivel
social.

Desde a primeira década do século XXI, € possivel observar a evolugao da
avicultura industrial no pais. Esse processo esta relacionado ao movimento rural que
€ influenciado diretamente pelas demandas comerciais e produtivas. Com o mercado
cada vez mais competitivo e com a necessidade de aumentar a produtividade e
lucratividade, a avicultura vem passando por constantes inovacgdes tecnoldgicas
(DIANE BELUSSO; ANTONIO NIVALDO HESPANHOL, 2010).

Segundo Oliveira et al. (2012), o uso dessas inovagdes tecnoldgicas tem sido
um dos principais responsaveis pelo destaque do Brasil na producéo de frangos de
corte. No ano de 1930, o frango de corte pesava em média 1,5 kg e idade de abate
em torno de 105 dias. Com a evolugéo avicola, no ano de 2009, o frango de corte
pesava em meédia 2,06 kg, com taxa de conversao alimentar de 1,83 kg e idade de
abate de 45 dias (OLIVEIRA et al., 2012; PATRICIO et al., 2012). Segundo os dados
apresentados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no
4° trimestre (outubro, novembro e dezembro) de 2020, o frango de corte pesou em
média 2,30 kg e idade de abate proxima a 45 dias (IBGE, 2020).

No Brasil, no ano de 2020, foram abatidas 6,0 bilhdes de cabecas de frango,
que correspondem a um aumento de 3,3% em relagéo ao ano anterior (5,84 bilhdes
em 2019), sendo esse o maior resultado alcangado da série historica iniciada em 1997
(IBGE, 2020). Nesse contexto, a regido do pais que mais se destacou no abate de

frangos foi a Regido Sul, que respondeu por 60,7% dessa produgao, seguida pelas
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Regides Sudeste (19,3%), Centro-Oeste (14,1%), Nordeste (4,2%) e pela Regiao
Norte (1,7%) (IBGE, 2020). Segundo Zen et al. (2014), o Sul do pais € umas das
regides mais tradicionais na producgao avicola, com destaque para a presenga de
cooperativas que apoiam e auxiliam a organizacao dos produtores.

Na regiao Sul, no ano de 2020, foram abatidas cerca de 190,83 milhdes de
cabecas de frango a mais que em 2019. Nesse contexto, o Parana liderou o ranking
das unidades federativas no abate de frangos em 2020, sendo responsavel por 33,4%
da participagéo nacional, seguido por Santa Catarina, com 13,7%, e Rio Grande do
Sul com 13,6%. A Figura 1 apresenta o ranking e a variagao anual no abate de frangos
das unidades federativas nos anos de 2019 e 2020 (IBGE, 2020).

FIGURA 1 — RANKING E VARIAGAO ANUAL DO ABATE DE FRANGOS DAS UNIDADES
FEDERATIVAS - 2019/2020

Parana 6,1%*
Santa Catarina 0,3%
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FONTE: IBGE (2020).

LEGENDA: *VARIACAO 2020/2019. *AGREGADO DAS UNIDADES DA
FEDERACAO COM PARTICIPACAO INFERIOR A 1% DO
TOTAL NACIONAL.

As penas das aves constituem cerca de 7% do peso corporal dos frangos
(FAGBEMI; SITHOLE; TESFAYE, 2020). Segundo o Banco de Tabelas e Estatisticas
(SIDRA) do IBGE, no primeiro trimestre de 2021, o peso médio do frango abatido no
Brasil foi de aproximadamente 2,30 kg. Dessa forma, a quantidade estimada de
residuos de penas de frango gerada no ano de 2020 pela industria avicola no Brasil é
cerca de 966 mil toneladas (IBGE, 2021).
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3.1.1 Panorama geral da produgcdo mundial de carne de frango

Segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (DAEU), no ano
de 2020, o Brasil foi o terceiro maior produtor mundial de carne de frango, com
producao estimada de 13,8 milhdes de toneladas. Quem liderou a produgao mundial
foram os Estados Unidos, com cerca de 20,2 milhdes de toneladas. A China apareceu,
conforme Figura 2, em segundo lugar, com produgao aproximada de 14,6 milhdes de
toneladas (USDA, 2021).

FIGURA 2 — PRODUGCAO MUNDIAL DE CARNE DE FRANGO NO ANO DE 2020
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FONTE: Adaptado de ABPA (2020).

Segundo o levantamento realizado pela Associagdo Brasileira de Proteina
Animal (ABPA), em 2020, 69% da producao brasileira de carne de frango foi
comercializada internamente e 31% destinada as exportagdes. Mesmo néo sendo o
maior produtor mundial em 2020, o Brasil ficou em primeiro lugar no ranking mundial
de exportacao de carne de frango, enviando para outros paises cerca de 4,2 milhdes
de toneladas, seguido dos Estados Unidos (3,3 milhdes de toneladas) e Uniao
Europeia (1,4 milhdes de toneladas) (ABPA,2020).
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No ano de 2020, o pais que mais importou carne de frango do Brasil foi a China.
Esse pais foi responsavel por importar cerca de 673,2 mil toneladas, o que representa
16,3% do volume total das exportagdes brasileiras. Seguindo o ranking dos paises
que mais importaram carne de frango do Brasil, encontra-se a Arabia Saudita com
467,5 mil toneladas (11,3%) e Japao com 410,5 mil toneladas (9,9%) (ABPA, 2020).

Nesse contexto, a unidade federativa que mais exportou frango em 2020 foi o
Parana, responsavel por 40,19% de toda exportagdo nacional, seguido por Santa
Catarina, com 23,39%, e Rio Grande do Sul com 16,45%, conforme Figura 3. Em
relagado as exportagcdes da Unidade da Receita Federal, o Porto de Paranagua teve
maior participagao, exportando cerca de 42,33%, seguido pelo Porto de Itajai, com
35,50%, e Porto de Santos com 8,25% (ABPA, 2020).

FIGURA 3 — EXPORTAGCOES DE CARNE DE FRANGO POR UNIDADE FEDERATIVA (DO BRASIL)
NO ANO DE 2020
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FONTE: Adaptado de ABPA (2020).

3.2 RESIDUOS PROVENIENTES DA PRODUGAO AVICOLA

3.2.1 Problemas relacionados a geragao de residuos na avicultura

Segundo Blake e Donald (1992), a industria avicola deve buscar esforgos para

minimizar os impactos que ela causa ao meio ambiente, visto que seu crescimento
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corrobora com o0 aumento do volume de residuos gerados. Estima-se que sao
globalmente produzidas mais de 8,5 milhdes de toneladas de penas anualmente como
subproduto da industria avicola (YADAV; KHOSLA, 2021). Devido aos avangos desse
setor, e consequentemente o aumento da produgado, tém sido gerado grandes
volumes de residuos sélidos como excreta, racéo, penas, residuos de incubagao e
residuos de mortalidade, que sao incinerados ou descartados em aterros. No entanto,
esses processos possuem desvantagens, como producdo de poluentes, odores e
custos significativos (BLAKE, 2004; KARUPPANNAN et al., 2021).

Um dos principais problemas enfrentados pelo produtor de aves esta
relacionado ao descarte das carcacas das aves que podem ser enterradas,
incineradas, compostadas ou processadas (BLAKE, 2004; BLAKE; DONALD, 1992).
O gerenciamento incorreto dos produtos residuais dos abatedouros pode ocasionar a
geragao de doengas nas aves, resultando em perdas diretas na mortalidade e
produtividade. Sendo assim, o descarte adequado e antecipado do residuo, atrelado
a uma estrutura organizada e um gerenciamento correto dos produtos residuais, pode
tornar a atividade avicola mais produtiva e gerar menos doencas (KARUPPANNAN et
al., 2021).

3.2.2 Aproveitamento dos residuos de penas de aves

A industria avicola nao se limita apenas ao abate e processamento das aves,
ela envolve todo o processo de criagao e cuidado do animal até chegar no estagio de
abate. Durante esse processo, uma quantidade significativa de residuos é gerada,
podendo ser observada na forma de cama de frango, penas, cascas de ovos, dejetos
e aves mortas. Dessa forma, o gerenciamento dos residuos em todas as etapas de
crescimento das aves € muito importante, pois grande parte desse material pode ser
reutilizada, diminuindo os impactos causados ao meio ambiente (KARUPPANNAN et
al., 2021). A Tabela 1 apresenta algumas alternativas para o reaproveitamento desse

material.
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TABELA 1 — REAPROVEITAMENTO DOS RESIDUOS DE AVES PARA PRODUCAO DE
PRODUTOS COM VALOR AGREGADO
Subproduto avicola Proteina (% massico) Usos
Farinha para ragdo animal e

Penas 85-99 . o

biofertilizante
Sangue 60-80 Farinha para ragdo animal
Ossos 23-24 Farinha para ragdo animal
Visceras 11-12 Aproveitadas na graxaria
Pele de galinha 17-20 Farinha para ragdo animal

Miudezas (cabecga, pés,
visceras contaminadas)
FONTE: Adaptado de KARUPPANNAN et al. (2021); BRANDELLI, SALA, E KALIL (2015).

12-15 Farinha para racéo animal

As penas das aves contém um alto teor de proteinas: cerca de 91% da massa
(em base seca) das penas sdo representadas por queratina (CALLEGARO;
BRANDELLI; DAROIT, 2019). Tais propriedades tornam as penas mais resistentes
termicamente e mecanicamente, além de melhorar sua hidrofobicidade (DOU et al.,
2014; MARIA MARTELLI et al., 2006).

Os métodos mais utilizados para reaproveitamento dos residuos avicolas estao
ligados as origens agricolas das proprias matérias-primas. Os métodos mais comuns
e tradicionais estdo relacionados a producdo de racdo animal ou fertilizantes
(JAYATHILAKAN et al., 2012). Quando gerenciadas da forma correta, as penas das
aves podem ser benéficas para diversas aplicagdes, além das convencionais. A
queratina pode ser utilizada no desenvolvimento de adesivos para madeira
(ADHIKARI; CHAE; BRESSLER, 2018) e na produgéao de biomateriais (FEROZ et al.,
2020), biofertilizantes (REDDY, 2015) e ragdo animal (BRANDELLI; SALA; KALIL,
2015).

3.3 ESTRUTURA MOLECULAR E PROPRIEDADES MECANICAS DA
QUERATINA

Os materiais a base de queratina vém ganhando cada vez mais destaque na
area dos biomateriais, no entanto, ainda existem poucos estudos voltados para as
caracteristicas biologicas e estruturais dessa proteina (WANG et al, 2016). A
queratina € uma proteina fibrosa rica em cisteina e pode ser classificada também
como um filamento intermediario, estando presente em penas de aves, 13, cabelo e
no chifre de animais (FEROZ et al., 2020). A organizacao estrutural e a montagem

hierarquica dessa proteina pode variar entre os diferentes tipos de organismos,
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resultando assim em diversas estruturas e fungdes diferentes, incluindo mobilidade,
impermeabilizacao, protegao e integridade estrutural (MCLELLAN et al., 2019).

A estrutura da queratina é constituida por uma cadeia polipeptidica de
diferentes aminoacidos interligados por ligagdes dissulfeto, hidrogénio e ibnicas.
Essas ligagcdes sao responsaveis por aumentarem a estabilidade e a forga estrutural

da queratina, conforme pode ser visualizado na Figura 4.

FIGURA 4 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DAS LIGAGOES INTER E INTRAMOLECULARES
DA a-QUERATINA, QUE RESULTAM NO AUMENTO DE FORGCA E ESTABILIDADE DA PROTEINA
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FONTE: O autor (2022).

A queratina pode ser classificada de acordo com duas principais estruturas de
suporte interno, a a-queratina e a B-queratina (WANG et al., 2016). Na a-queratina, as
cadeias polipeptidicas sdo organizadas em a-hélice; ja na B-queratina, as cadeias sao
constituidas por folhas B-pregueadas (FEROZ et al., 2020).
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3.3.1 a-Queratina

De acordo com Feroz et al. (2020), sdo produzidas mais de 2,5 milhdes de
toneladas de 1& anualmente. Além disso, ela vem sendo estudada como o principal
material constituido de a-queratina. A queratina da 1a € composta por
aproximadamente 95% de proteina, 0,5% de minerais e 0,1% de vestigio de lipideos
(SHAVANDI et al., 2017).

A estrutura da a-queratina é organizada de forma hierarquica em dimeros,
protofilamentos, protofibrilas e filamentos intermediarios. A associacao de duas a-
hélices individuais em antiparalelo formam dimeros em bobinas enroladas, com
ligacbes cruzadas de enxofre estabilizadas por interagdes idnicas. Em seguida,
acontece o empacotamento dessas bobinas para a formagao de protofilamentos, que
possuem terminais N e C nao helicoidais e sao ricos em residuos de cisteina
(MCKITTRICK et al., 2012; MCLELLAN et al., 2019). A organizagdo das a-queratinas

pode ser observada na Figura 5.

FIGURA 5 —- REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DA A-QUERATINA
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FONTE: O autor (2022).
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Os protofilamentos se polimerizam para formar uma unidade estrutural basica
denominada de filamento intermediario (FI), o qual é constituido pela associagao de
quatro protofibrilas de maneira helicoidal. Além disso, ele possui 7 nm de didmetro e
10 nm de espagamento (MCKITTRICK et al., 2012). Esses Fl s&o circundados por
uma matriz de queratina amorfa, constituindo, assim, as unidades estruturais basicas
da queratina (FEROZ et al., 2020).

3.3.2 B-Queratina

A B-queratina é formada por uma folha B-pregueada composta por filamentos
empacotados lateralmente, que podem ser paralelos ou antiparalelos. As cadeias se
conectam por ligagdes intermoleculares de hidrogénio, como pode ser observado na
Figura 6 (WANG et al., 2016).

Um filamento B-queratina, que possui de 3 a 4 nm de didmetro, € formado,
conforme demostrado na Figura 6. (FEROZ et al., 2020). Primeiro, a parte central da
cadeia polipeptidica se dobra para formar quatro fitas beta laterais; depois elas se
ligam por ligacbes de hidrogénio, que resultam em uma folha pregueada; e em
seguida, duas dessas folhas se sobrepéem em diregdes opostas, formando um
filamento B-queratina. Dessa forma, a queratina pode ser considerada um polimero

com filamentos cristalinos embutidos em uma matriz amorfa (WANG et al., 2016).
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FIGURA 6 — REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DA B-QUERATINA
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FONTE: O autor (2022).

Portanto, as p-queratinas de pena podem ser compreendidas como proteinas
fibrosas constituidas de quatro unidades repetidas de duas folhas B, formando uma
estrutura helicoidal. Essa estrutura € cercada por uma matriz que compde o arranjo
filamento-matriz, como pode ser visualizado na Figura 7, que apresenta a estrutura
das penas (GREENWOLD; SAWYER, 2010).
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FIGURA 7 —- REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DE UMA PENA
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FONTE: O autor (2022).

3.4 METODOS PARA EXTRAGCAO DE QUERATINA DE PENAS DE AVES

Segundo Ji et al. (2014), devido a estrutura molecular unica e aos arranjos
cristalinos da queratina, essa proteina possui diversas aplicagdes nos campos dos
biomateriais, por isso, do ponto de vista econdmico e ambiental, € desejavel
desenvolver processos eficazes de extracdo de queratina das penas de aves. Os
métodos mais utilizados para sua extragao séo: reducdo, exploséo a vapor, liquidos
ibnicos e extracao alcalina (FEROZ et al., 2020; HOLKAR et al., 2018).

As extragcbes de queratina, utilizando-se agentes redutores, geralmente séo
mais utilizadas do que os processos de oxidagao por serem mais rapidas e eficientes.
Além disso, essa técnica tem sido muito relatada para reduzir as ligagcdes dissulfeto
presentes na cadeia polipeptidica da queratina. Um tipo muito comum de extragao por
reducao é o uso de uma mistura de 2-mercaptoetanol (C2HesOS) e ureia (CH,N,O)
(SCHROOYEN et al., 2001a, b).

O método de explosao a vapor € um processo fisico em que um vapor com alta
presséo e temperatura é descarregado em um sistema fechado contendo o material a
ser tratado. Essa metodologia tem sido muito utilizada para obtengdo de materiais de
base biolégica. Nesse processo, o material € exposto a vapor de alta temperatura por

um curto periodo, que penetra nos tecidos e nas células do material, ocorrendo uma



31

rapida descompressdo em uma reacado de milissegundos (HOLKAR et al., 2018;
SHAVANDI et al., 2017).

Segundo LEI et al. (2017), os liquidos i6nicos (LI's) podem ser definidos como
compostos formados por ions com baixo ponto de fusdo (abaixo de 100 °C). Além
disso, esse sal organico tem chamado atencao por ser um solvente ecologicamente
correto e seguro (JI et al., 2014). Esses liquidos possuem algumas propriedades
fisico-quimicas particulares, como alta pressao de vapor, estabilidade térmica e ampla
faixa de liquido. Ademais, os LI's podem ser facilmente modificados, alterando-se as
estruturas dos cations ou anions (WANG and CAO, 2012). Devido a essas
propriedades, e por serem reconhecidos como solventes verdes, os LI's tém sido
amplamente utilizados para diversos tipos de extragao, no entanto, possuem um custo
elevado, resultando na restricdo do seu uso no processo de extracdo industrial da
queratina (CHAITANYA REDDY et al., 2021).

De acordo com Zhang, Zhao e Yang (2015), as solugdes alcalinas vém sendo
estudadas para extrair proteinas de subprodutos agroindustriais devido a sua
capacidade de romper o hidrogénio dos grupos carboxilicos e dissociar o sulfato da
proteina, facilitando a solubilizagdo da queratina; porém, nesse processo, podem
ocorrer danos nas cadeias peptidicas (ZHANG; ZHAO; YANG, 2015). O rendimento
da hidrdlise alcalina depende de alguns fatores como o pH, a concentragao e os tipos
dos acidos e bases utilizados, além da temperatura e do tempo de reacdo. A
solubilidade e a estabilidade dos materiais hidrolisados dependem do grau de
degradacéao das proteinas (SINKIEWICZ et al., 2017).

Os resultados de extracdo que serdo apresentados foram posteriormente
padronizados para melhorar a compreensao e interpretacdo dos dados entre os
trabalhos. De acordo com JI et al. (2014) e Zhang (2015), o rendimento de queratina
(RQ) pode ser expresso como a massa da queratina dividida pela massa inicial da

amostra. Dessa forma, o RQ pode ser determinado utilizando-se a Equagao 1 a seguir:

mqueratina

RQ = x 100 (1)

Mypenas

onde:

Maqueratina = @ Massa de queratina seca (g)
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Mpenas = @ Massa inicial de penas (g)

Segundo JI et al. (2014), a taxa de dissolugéo (TD) pode ser expressa como a
massa inicial da amostra, menos a massa de residuo nao dissolvido (fibras, gordura
e minerais), dividido pela massa inicial da amostra. Dessa forma, a TD pode ser

determinada utilizando-se a Equagao 2 a seguir:

TD = (mpenas - mresiduo)

x 100 (2)
mpenas

onde:

Mresiquo = @ Massa de residuo seco (g).

A queratina das penas envolve uma série de interacdes nao covalentes (forgas
eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio e forgas hidrofébicas) e interagbes covalentes
(ligagdes dissulfeto), que devem ser rompidas para ocorrer a dissolugdo das penas
para extracdo da queratina (WANG, Yun-Xian; CAO, 2012). No entanto, esse
processo nao é facil, por isso as pesquisas concentram-se mais na obtencao dessa
proteina através de materiais ricos em a-queratina (1& e cabelo humano) do que em
materiais ricos em (-queratina (penas de aves).

Dessa forma, visando explorar mais os estudos voltados para B-queratina, a
Tabela 2 apresenta um panorama dos métodos de obtengdo de queratina de penas
de aves. Vale ressaltar que alguns autores apresentam os resultados como RQ, que
€ o percentual em massa da proteina recuperada no processo de extragao; ja outros
autores apresentam os resultados como TD, que indica o percentual de penas que foi

dissolubilizada no processo de extragao.
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Métodos Rendimentos
Referéncia de Condigoes (%)
extracio ?
Solvente: ureia (6 M) e 2-mercaptoetanol
(SCHROOYEN et ~ (1,4 M) _
al., 2001b) Redugdo Temperatura; 40 °C RQ=77
Tempo de extragdo: 1 h
Solvente: sulfeto de sodio (10 g L)
(POOLE; LYONS; ~ Razao massa/solvente: 1:10 (g mL™") _
CHURCH, 2011) | Redusdo | o oeratura: 30 °C TD =62
Tempo de extracdo: 24 h
Solvente: sulfeto de sddio (0,5 M)
(RAMAKRISHNAN Reducdo | Temperatura: 50 °C RQ =79,6
et al., 2018) -
Tempo de extragao: 6 h
Solvente: bissulfito de sédio (0,3 M), dodecil
(KHUMALO; " ;
SITHOLE; Reduggo | Surato de sodio (0,07 M) e ureia (1,5 M) RQ = 51,38
TESFAYE, 2020) P o~
Tempo de extragdo: 4 h
Solvente: sulfeto de sodio (0,5 M)
(DAS et al., 2021) Redugédo | Temperatura: 52 °C RQ =827
Tempo de extragdo: 6,5 h
. = Solvente: hidréxido de potassio (0,03 M)
(220?'3‘)0 , Wei etal., E;(sl:sgf Pressao: 2 Mpa TD =72,8
P Descompressao: 0,0875 s
(ZHANG; ZHAO: | Explosdo f‘,f;‘g‘;gf frroxido de sodio (0.1 M) TD = 65,8
YANG, 2015) a vapor - 1,0 WIP: RQ =428
Descompressédo: 0,1 s
i LI: ((HOEMIm][NTf2]) (2,5%) + (1,0%) Na2SOs
(V.VANG’ Yun LI's Temperatura: 80 °C TD =21
Xian; CAO, 2012) -
Tempo de extracdo: 4 h
LI: [Bmim]CI (20%) + Na2SOs3 (10%) TD = 96.7
(Jl et al., 2014) LI's Temperatura: 90 °C RQ = 75’1
Tempo de extragdo: 1 h '
~ Solvente: hidroxido de saédio (0,6 M)
SII\JZPSI1E7V)VICZ et Ea)l(é:ﬁ]aao Temperatura: 70 °C TD =93,7
" Tempo de extracdo: 1,25 h
. Solvente: hidréxido de sédio (0,45 M) e _
(FAGBEN!I’ Extracdo | bissulfito de sodio (0,04 M) D _ 65,2
SITHOLE; cali . oo o RQ =68,3
TESFAYE, 2020) alcalina emperatura: 87 NC
' Tempo de extragdo: 1,85 h
FONTE: O autor (2022).
LEGENDA: RQ: Rendimento de queratina; TD: Taxa de

dissolugao; LI's: Liquidos i6nicos; ([HOEMIM][NTf2]):

1-hidroxietil-3-metilimidazolio

bis(trifluorometanossulfonil)amida; NazSOs: Sulfito

de sddio;
imidazolio.

[Bmim]Cl:

Cloreto de 1-butil-3-metil-

Conforme pode ser observado na Tabela 2, a técnica mais abordada na

literatura para extragao de queratina das penas de aves é o método de reducgao. Esse

meétodo, quando comparado as outras técnicas, apresenta melhores RQ, no entanto,

0 uso de agentes redutores, como tidis (por exemplo, 2-mercaptoetanol), apresenta

algumas desvantagens, como prego elevado e alta toxicidade (SHAVANDI et al.,
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2017). Nos ultimos anos, alguns autores, como exemplo, Ramakrishnan et al. (2018)
e Das et al. (2021), tém substituido o 2-mercaptoetanol (RQ de 79,6%) pelo sulfeto de
sédio (RQ de 82,7%) para extrair queratina das penas das aves. No entanto, apesar
desse substituto ser mais barato e apresentar também um bom rendimento de
queratina, ele continua sendo prejudicial e toxico ao meio ambiente, tornando inviavel
seu uso industrialmente.

No contexto ambiental, os LI's apresentam-se como uma excelente alternativa,
visto que sdo considerados solventes ecologicamente corretos e seguros, devido a
sua caracteristica nao volatil e duravel; além disso, apresentam excelente resiliéncia
quimica e térmica, ndo inflamabilidade e alta capacidade de solvatagao (CHAITANYA
REDDY et al., 2021). No entanto, o processo de extragdo utilizando LI's possui
algumas desvantagens, como o custo elevado e a necessidade de ser realizado sob
nitrogénio, o que requer um controle preciso da temperatura (temperatura proxima a
100 °C), pois pode ocasionar um efeito negativo na composi¢cdo dos aminoacidos da
queratina (SHAVANDI et al., 2017).

De acordo com Shavandi et al. (2017), o método de explosao a vapor apresenta
baixo custo e baixo impacto ambiental. Porém, o forte processo de aquecimento pode
ocasionar a destruicdo de alguns aminoacidos, como por exemplo, a cisteina. Outro
meétodo de extracdo de queratina das penas das aves destacado pelos autores € o
processo de hidrolise alcalina. Segundo Sinkiewicz et al. (2017), a solugéo alcalina de
alta concentragdo dissocia o hidrogénio do sulfato e dos grupos carboxilicos,
facilitando a solubilizagdo da queratina.

Além disso, o uso de compostos alcalinos fortes pode reduzir a quantidade de
solugéo necessaria para a extracédo de queratina (ALAHYARIBEIK; ULLAH, 2020). No
entanto, a cadeia primaria pode ser danificada e a quebra das liga¢des pode levar a
formagao de odores de sulfeto alcalino durante o processo de extragao (SHAVANDI
et al., 2017).

Portanto, pode-se observar que ainda ha escassez de informagdes a respeito
dos métodos de extragdo de queratina das penas das aves. Com toda essa
disponibilidade de residuos de penas, ainda € necessario desenvolver métodos de
extragdo de queratina que sejam mais ecologicos, econdmicos e menos demorados e
que visem a producdo em maior escala, facilitando, assim, a comercializagdo desse

material.
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3.5 APLICACOES DA QUERATINA DE PENAS DE AVES

A queratina pode ser considerada um dos principais produtos a serem extraidos
dos residuos da industria avicola. Os materiais queratinosos sao ricos em proteinas,
o que facilita sua aplicagao nos fertilizantes e na nutricdo animal. No entanto, esses
biomateriais também possuem um alto potencial em aplicacbes biomédicas, fato que
incentiva o desenvolvimento de produtos comerciais com maior valor agregado
(HOLKAR et al., 2018).

Dentre os polimeros naturais biodegradaveis, os materiais a base de queratina
revolucionaram o campo dos biomateriais devido as propriedades como
biocompatibilidade, que diminui a probabilidade de reagbes alérgicas, e
biodegradabilidade, que permite a implantagdo sem necessidade de remover o
material posteriormente (FEROZ et al., 2020; MCLELLAN et al., 2019).

Devido as vantagens presentes nos materiais a base de queratina, nas ultimas
décadas, muitas investigagdes foram conduzidas para fabricar novos materiais como
hidrogéis, filmes e scaffolds (FEROZ et al., 2020). Tais produtos tém potencial de
aplicagdo em diversas areas, como na cicatrizacdo de feridas, nervos, 0ssos,
ligamentos, cartilagem e tecidos vasculares (MOGOSANU; GRUMEZESCU;
CHIFIRIUC, 2014).

Os hidrogéis sao polimeros organizados em fibras reticuladas, que absorvem e
retém quantidades consideraveis de agua, podendo ser aplicados na cicatrizagcéo de
feridas, curativos e substituicdo da pele. Esse polimero mantém o local da ferida
umido, acelerando o processo de cicatrizagao, além de reduzir as dores e infecgdes
(ESPARZA et al., 2018). Além disso, também se mostrou eficiente para prevenir
aderéncias pés-operatorias.

Segundo Chilakamarry et al. (2021), os filmes a base de queratina podem ser
utilizados na fabricagao de materiais biodegradaveis e biocompativeis, permitindo sua
aplicagao na cicatrizagao de feridas e na engenharia de tecidos. Além disso, os filmes
de queratina promovem adesao celular, representando uma alternativa promissora
para o tratamento de feridas.

Métodos de fabricacdo de scaffolds vém sendo desenvolvidos para aplicacdes
na engenharia de tecidos e na medicina regenerativa (LU; LI; CHEN, 2013). Essa area

aplica os principios das ciéncias biologicas e da engenharia para desenvolver
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alternativas que possam melhorar ou restaurar a fungdo de uma célula tecido ou de
um o6rgéo (NAYAK; GUPTA, 2015).

Além disso, alguns métodos estdo sendo estudados para introduzir, na
superficie de scaffolds nanoestruturados, grupos funcionais para aumentar a fixacao
celular, migragao e proliferacao (LU; LI; CHEN, 2013). Os scaffolds sao considerados
uma otima alternativa para aplicagdo na engenharia de tecidos devido a sua
capacidade de conduzir o arranjo celular ou tecidos in vitro e in vivo (NAYAK; GUPTA,

2015). O Quadro 1 apresenta um panorama das aplicagdes da queratina de penas de

aves na biomedicina.

QUADRO 1 — APLICACOES DA QUERATINA OBTIDA DAS PENAS DE AVES

Referéncia

Material

Objetivo

Resultado/Aplicagdes

(ESPARZA et
al., 2018)

Hidrogel

Caracterizar e comparar
hidrogéis preparados a partir
de varias fontes de queratina
(penas, cabelo e 13).

Os hidrogéis a base de
queratina de penas,
resultaram em materiais mais
robustos mecanicamente.
Podendo ser aplicados em
biomateriais para cicatrizacao
avancgada de feridas.

(WANG, Ju et
al., 2017)

Hidrogel

Fabricagdo de hidrogéis a
base de queratina de penas
para cicatrizagao de feridas e
testes de biocompatibilidade
in vivo.

A queratina das penas exibiu
efeitos de cicatrizagdo de
feridas, taxas de
biodegradacéo e
biocompatibilidade in vivo
semelhantes a queratina de
cabelo humano. Os hidrogéis
de queratina de penas podem
ser utilizados para aplicagdes
biomédicas, em especial na
cicatrizagao de feridas.

(CAO et al.,
2019)

Hidrogel

Fabricagdo de hidrogéis a
base de queratina de penas,
convertendo as ligagdes
dissulfeto  intramoleculares
em ligacbes dissulfeto
intermoleculares.

O hidrogel a base de
queratina apresentou
capacidade redox-responsiva
na degradacdo do gel e na
liberagéo de farmacos devido
as estruturas baseadas na
ligacdo de dissulfeto. Desta
forma, podendo ser aplicado
na engenharia de tecidos e
liberacéo de farmacos.

(DOU et al.,
2014)

Filmes

Preparar uma mistura de
filmes em série baseada em
farinha de penas e poli (alcool
vinilico) (PVA) por fundi¢do
em solugdo, e amido
dialdeido (DAS) foi
introduzido para alcancar
melhores propriedades fisico-
quimicas para a mistura de
filmes.

Este método forneceu uma
maneira de melhorar as
propriedades dos filmes de
queratina de penas, para
aplicacbes em embalagens e
nas industrias biomédicas.
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(MARIA
MARTELLI et
al., 2006)

Filmes

Realizar um estudo
comparativo de diferentes
tipos de plastificantes e suas
concentragbes aplicadas a
filmes de queratina.

O aumento de plastificante
diminui as propriedades de
barreira, favorecendo a
adsorcédo de agua pela rede
polimérica, aumentando
assim, o teor de umidade dos
filmes.

(ESPARZA et
al., 2017)

Scaffolds

Fabricar e caracterizar
scaffolds de nanofibras a
base de queratina de penas
eletrofiadas, utilizando
solventes  ecolégicos e
métodos de  reticulagéo
polimérica. Utilizou-se PVA
como polimero auxiliar para
eletrofiagdo e acido citrico
para reticulagao térmica de
nanofibras.

A queratina de penas foi
eletrofiada com sucesso para
formacado de scaffolds de
nanofibras. Este método
apresentou resultados
significativos para aplicagdo
do material na engenharia de
tecidos.

(NAYAK;
GUPTA, 2015)

Scaffolds

Produzir scaffolds de
queratina e agar. De forma,
que o material preparado
tenha propriedades
avencadas e recursos
necessarios para aplicagdes
em engenharia de tecidos.

0] scaffold fabricado
apresentou uma toxicidade
negativa e um crescimento
celular positivo. Portando, o
biomaterial apresentou
potencial para aplicagdes na
engenharia de  tecidos,
cicatrizagdo de feridas e
regeneracao da pele.

(SARAVANAN
et al., 2013)

Scaffolds

Producéo e caracterizagao de
scaffolds a partir de
nanoparticulas de queratina
(produzidas com queratina de
penas de frango) e matriz de
quitosana.

Os scaffolds  produzidos
apresentaram uma estrutura
porosa de suporte para
penetragéo celular e difusdo
de nutrientes. As
nanoparticulas de queratina
junto a matriz de quitosana,
melhorou a capacidade de
adsorcao das proteinas. Além
disso, o biomaterial formado
nao apresentou toxicidade
para celular humanas.

FONTE: O autor (2022).

Atualmente, os nanomateriais a base de queratina vém sendo explorados de

diversas maneiras, principalmente no desenvolvimento de nanoparticulas para

aplicacbes biomédicas, como pode ser observado no Quadro 1. Dessa forma, o

desenvolvimento dessas nanoparticulas a base de queratina representa um grande

avanco para biomedicina. No entanto, ainda faltam métodos alternativos para

fabricacdo de queratina em nanoescala, pois grande parte dos estudos sao voltados

para o encapsulamento de farmacos em nanoparticulas de queratina por métodos

como gelificagdo idnica, dispersao ultrassbnica e agregacao. Processos fisicos

visando reduzir a massa molar e o tamanho das particulas podem representar uma

excelente alternativa para producao de queratina em nanoescala.
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4 METODOLOGIA

Para obtenc&o da queratina, utilizou-se a farinha de penas de frango fornecida
por uma empresa localizada no estado do Parana. As atividades de pesquisa foram
desenvolvidas no Laboratério de Materiais € Energias Renovaveis (LABMATER), do
Departamento de Engenharias e Exatas (DEE) da Universidade Federal do Parana
(UFPR) — Setor Palotina, que disponibilizou a infraestrutura e as condi¢des

necessarias para o desenvolvimento desta pesquisa.

4.1 MATERIAIS — FARINHA DE PENAS HIDROLISADAS

A farinha de penas hidrolisadas (FPH) da Figura 8 pode ser definida como um
subproduto produzido a partir de penas limpas e nao decompostas, que sdo cozidas
sob presséo, podendo conter sangue em sua composigao; além disso, o seu teor de
proteina bruta € de aproximadamente 85% (BELLAVER, 2002; MORRIS; JUDY;
KONONOFF, 2020).

Esse residuo foi produzido em uma unidade industrial de abate e
processamento de aves, sendo posteriormente submetido a um processo de hidrélise
parcial com vapor de agua saturado nas condi¢cdes de presséo de aproximadamente
2 bar, temperatura de 120 °C e tempo de 30 min em um reator encamisado, de acordo
com informacodes fornecidas pela empresa. Para padronizar as amostras, a FPH foi

peneirada em uma peneira com abertura de 2,0 mm.
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FIGURA 8 — FARINHA DE PENAS HIDROLISADAS - FPH

FONTE: O autor (2022).

4.2 PROCESSO DE EXTRACAO DE QUERATINA A PARTIR DA FPH

A Figura 9 apresenta um fluxograma do processo de extracdo de queratina a
partir da FPH. Esse processo compreende 5 etapas principais: extracdo alcalina
(NaOH), peneiramento e filtragdo a vacuo do residuo insoluvel, precipitagao, filtragao

a vacuo da queratina e secagem dos materiais (queratina e residuo).
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FIGURA 9 — FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE EXTRACAO DA QUERATINA
Farinha de Penas
C Hidrolisadas (FPH) )

Y

Extragdo
alealina (NaOH)

Y
Peneiramento

da solugdo
(FPH + NaOH)
Y
Filtracdo a vacuo
da solugdo
{FPH + NaCH)
v L 4
Queratina solubilizada Residuo insolivel
Y ¥
Precipitacdo com HCI Secagem em
(pH ~ 4. 4) femperaiura ambiente
h 4 h 4

Residuo
(fibra, gordura e
minerais)

Filtragdo a vacuo .| Secagem da queratina em
da queratina |  temperatura ambisnte

h 4

Queratina

FONTE: O autor (2022).

o Etapa | — Extragcéo alcalina (NaOH)

A primeira etapa do processo € a extracdo da queratina da FPH por meio da
hidrolise alcalina, utilizando solugao hidroxido de sédio (NaOH) 2 M como solvente.
Nessa etapa, a razdo massa de FPH para volume de solugcdo de NaOH foi
determinada com base em estudos realizados por Zhang, Zhao e Yang (2015), que
utilizaram uma razao massica de 1:20 g mL™". No estudo atual, as amostras de FPH
foram adicionadas em solugdo de NaOH na proporgdo de 1:20 mv' (massa de
FPH/volume de solugdo de NaOH), sendo 10 g de FPH para 200 mL de solugéo de

NaOH 2 M. Essa solugao foi mantida sob agitagdo magnética a 350 rpm, velocidade
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que foi estabelecida de acordo com o equipamento disponivel (agitador magnético

digital com aquecimento, modelo SL-92/2-H).

o Etapa Il — Peneiramento e filtragdo a vacuo do residuo insoluvel

O residuo insoluvel foi peneirado em uma peneira pequena (dimensdes
(CxLxA): 17 x7,2x3cm) de polipropileno (marca Plasvale) com poros de
aproximadamente 1 mm, conforme Figura 10. Esse processo de peneiramento foi
realizado para facilitar a filtragdo a vacuo, removendo parte do residuo insoluvel.
Durante esse procedimento, foi realizada a lavagem do residuo com 120 mL de agua
destilada, pois ela contribui para redu¢ao da viscosidade do sobrenadante (queratina
solubilizada) (JI et al., 2014).

FIGURA 10 — A) SOLUCAO DE NAOH E FPH APOS AGITACAO MAGNETICA; B) RESIDUO
INSOLUVEL GERADO NO PROCESSO DE EXTRACAO DA QUERATINA

FONTE: O autor (2022).

Apods o peneiramento, a solugdo que passou (queratina solubilizada e residuo
insoluvel) foi filtrada a vacuo (filtro de papel), e nessa etapa, o sobrenadante passa
pelo filtro de papel e o residuo insoluvel é retido. Dessa forma, o sobrenadante é
destinado para proxima etapa do processo de extragao (precipitagéo da queratina).
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o Etapa Il — Precipitagdo da queratina

De acordo com Xu et al. (2014), o ponto isoelétrico da queratina (Pl) é de
aproximadamente 4,4. Valores de pH maiores ou menores que esse resultam em uma
carga liquida de superficie que pode ser positiva ou negativa, conforme Figura 11.
Sendo assim, apos a filtracdo do sobrenadante, a queratina foi precipitada ajustando-
se o pH do filtrado para aproximadamente 4,4 com solugao de acido cloridrico (HCI)

2 M em temperatura ambiente de acordo com a Figura 12.

BFOIGURA 11 — PI DA QUERATINA HIDROLISADA
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FONTE: XU et al. (2014).

FIGURA 12 — A) SOBRENADANTE (QUERATINA SOLUBILIZADA) APOS PASSAR PELO
PROCESSO DE FILTRACAO A VACUO; B) SOLUCAO APOS PRECIPITACAO DA QUERATINA

5
' i
.-

FONTE: O autor (2022).
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o Etapa IV — Filtragdo a vacuo da queratina

Apoés a etapa de precipitacédo, a solugao é filtrada a vacuo novamente para
obtencao da queratina, que fica retida no filtro de papel, como pode ser observado na

Figura 13.

FIGURA 13 — QUERATINA RETIDA NO FILTRO DE PAPEL APOS ETAPA DE FILTRAGAO A
VACUO

FONTE: O autor (2022).

o Etapa V — Secagem da queratina e do residuo insoltvel

Apés a filtragdo a vacuo, o material retido no filtro de papel (queratina
precipitada) foi seco em temperatura ambiente por 36 h, assim como o residuo
insoluvel. Ensaios preliminares a 40 e 60 °C foram realizados para avaliar o efeito da
temperatura de secagem do material, no entanto, visualmente, a queratina apresentou
mudancgas em seus aspectos fisicos. Dessa forma, com base em testes preliminares,
a secagem em temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C) apresentou-se como

melhor alternativa.
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4.2.1 Planejamento composto central 22 - Avaliagdo do rendimento de queratina e

taxa de dissolucéao

A queratina foi obtida por extracéo alcalina da FPH, adaptando as metodologias

de Nagai e Nishikawa (1970) e Zhang et al. (2015). Buscou-se encontrar o melhor RQ

e avaliar a TD da queratina e utilizou-se um planejamento composto central 22, com

dois fatores avaliados em 5 niveis (temperatura e tempo), com triplicata do ponto

central, totalizando 11 experimentos, conforme apresentado na Tabela 3.

TABELA 3 — ENSAIOS DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Temperatura de

Tempo de agitacéo

Ensaios extragéo (°C) (min)
11 15 (-1) 30 (-1)
12 15 (-1) 90 (+1)
13 35 (+1) 30 (-1)
14 35 (+1) 90 (+1)
15 11 (-a) 60 (0)
16 39 (+a) 60 (0)
17 25 (0) 18 (-a)
18 25 (0) 102 (+a)
19 25 (0) 60 (0)
20 25 (0) 60 (0)
21 25 (0) 60 (0)

FONTE: O autor (2022).

A interacdo entre as respostas dependentes e as variaveis independentes

(lineares e quadraticas) foi modelada pela equagéo polinomial de segunda ordem,

conforme demonstrado na Equacgao 3. Os modelos matematicos foram ajustados pela
analise de variancia (ANOVA) (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).

Y = Bo + BiXy + BoXo 4 Br2Xa Xy + P11 XT + B2 X5 (3)

onde:

X1 e X2 = variaveis independentes codificadas na forma adimensional

Bo, B1, B2, B12, B11 € B22 = coeficientes de regressao

Y = a fungao de resposta.
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4.2.2 Calculo do rendimento de extragcao de queratina e da taxa de dissolugao

O RQ foi expresso como a massa da queratina dividida pela massa inicial da
amostra. Dessa forma, o RQ foi determinado utilizando-se a Equagéao 4. Ja a TD foi
expressa como a massa inicial da amostra menos a massa do residuo, dividido pela

massa inicial da amostra. Com isso, a TD foi determinada utilizando-se a Equacéo 5.

mqueratina

RQFPH == X 100 (4)

Mrppy

onde:

Mqueratina = Massa de queratina seca (g)

mepH= massa inicial de farinha de penas hidrolisadas (g).

Segundo JI et al. (2014), a taxa de dissolugao (TD) pode ser expressa como a
massa inicial da amostra menos a massa do residuo, dividido pela massa inicial da

amostra. Dessa forma, a TD pode ser determinada utilizando-se a Equagao 5.

m — My oo
TDFPH — ( FPH resuiuo) % 100 (5)

Mrppy

onde:
Mresiduo = Massa de residuo seco (g).

4.3 ANALISES DE CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS DE QUERATINA,
RESIDUO E FPH

4.3.1 Determinacdo dos teores de umidade, cinza e lipideos das amostras de

queratina, residuo e FPH

A caracterizacdo macroscopica da queratina e do residuo extraidos da FPH foi
realizada conforme os métodos propostos pelo Instituto Adolfo Lutz (2008), com

pequenas modificacbes. Os parametros analisados foram: umidade pelo método de
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secagem direta em estufa a 105 °C, cinzas por incineracdo em mufla a 800 °C e

lipideos por extragcao Soxhlet com éter de petréleo.

4.3.2 Difracao de raios X (DRX) das amostras de queratina, residuo e FPH

A difracao de raios X (DRX) é uma técnica utilizada para determinar a estrutura
em escala atbmica dos materiais. Ela € baseada na comparacao entre o comprimento
de onda dos raios X e as distancias interatdbmicas em sélidos. (PETKOV, 2008). Um
de seus principios consiste na incidéncia de radiagcdo em uma amostra e na detecgao
dos fotons difratados ao longo de um intervalo angular (GOBBO, 2009).

As analises de DRX foram realizadas na Central Analitica da Universidade
Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE), campus Toledo — PR. Para essa analise,
foi utilizado um difratdbmetro Bruker, modelo D2 — PHASER. Os difratogramas foram
obtidos utilizando-se radiagdo de CuKa (1,54 A), operando-se a 30 kV, 10 mA de
corrente, com varredura continua a 1,5° min! e leituras efetuadas no intervalo 28 entre
5° e 80°.

4.3.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) com o acessorio de Espectroscopia

por Energia Dispersiva (EDS) das amostras de queratina, residuo e FPH

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) com o acessério de energia
dispersiva (EDS) é uma analise realizada para observar a morfologia e composi¢ao
dos nanomateriais (SUGA et al., 2014). O microscopio eletronico de varredura fornece
imagens de alta resolugdo ao escanear a superficie da amostra com uma sonda de
elétrons extremamente focada e aparéncia tridimensional (JUNIOR, 2013;
RIVACOBA; ZABALA; AIZPURUA, 2000). Ja o EDS fornece a composi¢cao quimica
dos elementos.

As analises de MEV foram realizadas no Laboratério de Materiais e Energias
Renovaveis (LABMATER) da Universidade Federal do Parana, campus Palotina — PR.
Para essa analise, foi utilizado um microscopio TESCAN VEGAS3. As amostras foram
espalhadas no porta amostras sobre uma fita de carbono dupla face, posteriormente
secas e metalizadas com fina camada (5 nm) de ouro na superficie ("sputtering"). As
micrografias foram obtidas em aumentos de 200, 2.000 e 15.000 vezes. Nessa

analise, foi utilizado o EDS para analisar os elementos quimicos das amostras.
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4.3.4 Reflexao Total Atenuada no Infravermelho com Transformada de Fourier (ATR-

FTIR) das amostras de queratina, residuo e FPH

A reflexdo total atenuada no infravermelho com transformada de Fourier (ATR-
FTIR) é uma técnica utilizada para detectar as frequéncias das vibragdes moleculares
e revelar sua estrutura molecular como um conjunto de ligagdes quimicas e
interagcbes. Além disso, ela fornece informagdes sobre a presenga ou nao de ligagdes
ou interagdes quimicas utilizadas para compreender o mecanismo molecular das
reagcdes (NOGUCHI, 2008).

As analises de ATR-FTIR foram realizadas no Laboratério Multiusuario da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana (UTFPR), campus Toledo — PR. Os
espectros de infravermelho da queratina e da FPH foram obtidos utilizando-se um
espectrofotdmetro da marca Spectrum 65 - Perkin Elmer, com acessoério de ATR para
obter informacdes estruturais e composicao elementar. As amostras foram analisadas
com 128 varreduras, resolugcdo de 4cm™' e comprimento de onda entre
400 e 4000 cm™ (ESPARZA et al., 2017).

4.3.5 Analise elementar das amostras de queratina, residuo e FPH

A analise elementar é utilizada para determinar a propor¢do dos compostos
elementares que constituem diversos tipos de materiais. Essa analise foi realizada no
Instituto SENAI de Inovagdo — Biomassa em Trés Lagoas — MG. Com isso,
determinou-se a composigao elementar (%) do carbono (C), hidrogénio (H), nitrogénio
(N), enxofre (S) e oxigénio (O) das amostras, utilizando um analisador elementar
modelo FLASH SMART CHNS/O da Thermo Fisher Scientific com a analise do
oxigénio de forma direta através do mesmo equipamento.

As amostras foram analisadas com a utilizagdo do BBOT - 2,5-bis(5-terc-butil-
benzoxazol-2-il-tiofeno como padrdo. Os parametros utilizados na programacao do

equipamento estao descritos na Tabela 4.
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Padrao utilizado BBOT - 2,5-Bis(5-terc-butil-benzoxazol-2-il)tiofeno
- Fornalha esquerda
Temperatura (°C) Fornalha direita O2 CHNS Forno
Off (CHNS) 1060 (O) 950 (CHNS) Off (O) 65
Ciclo de Analise Inj. de amostra Inj. de oxigénio
Tempo (s) 720 (CHNS) 12 (CHNS) 5 (CHNS)
500 (0) 10 (O) 0(0O)
Fluxo dos gases Arraste (He) Oxigénio Referéncia (He)
(mLimin) 140 (CHNS) 250 (CHNS) 100 ambos

FONTE: O autor (2022).

4.3.6 Analise Termogravimétrica (ATG) das amostras de queratina, residuo e FPH

Segundo a Confederagao Internacional de Analise Térmica e Calorimetria
(ICTAC), a analise termogravimétrica pode ser definida como um conjunto de técnicas
em que as propriedades fisicas de uma amostra é determinada em fungao do tempo
ou da temperatura (HAINES, 1995).

As analises termogravimétricas foram realizadas na Central Analitica
Multiusuario da UTFPR, campus Medianeira — PR, e foram realizadas em um
analisador térmico simultdneo STA 6000 da Perkin - Elmer. A temperatura de
aquecimento foi de 35 a 650 °C, em atmosfera de nitrogénio, com uma taxa de

aquecimento de 10 °C min-' e uma vazao de nitrogénio de 50 mL min-'.

44 PROCESSO DE AMPLIACAO NA ESCALA DE EXTRAGAO E
DESPOLIMERIZACAO DA QUERATINA

A Figura 14 apresenta um fluxograma do processo de ampliagdo na escala de
extracdo e despolimerizacdao da queratina. Esse processo compreende 7 etapas
principais: extragdo alcalina (NaOH), peneiramento e filtragdo a vacuo do residuo
insoluvel, precipitacdo da queratina, lavagem, filiragcdo a vacuo e secagem em

temperatura ambiente, choque térmico e moagem da queratina.
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FIGURA 14 — FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE AMPLIAGAO NA ESCALA DE EXTRAGAO E
DESPOLIMERIZAGCAO DA QUERATINA
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FONTE: O autor (2022).

Com o objetivo de ampliar a producdo de queratina, foi realizada, em
laboratério, a ampliagdo na escala de producdo em 5 vezes, mantendo, ainda, a
proporcao de 1:20 m v (massa de FPH/volume de solugdo de NaOH), sendo 50 g de
FPH para 1000 mL de solugdo de NaOH 2 M. Para realizagédo dessa etapa, foi
utilizada a melhor condigdo do RQ encontrada no planejamento experimental:

temperatura de 15 °C, tempo de reacdo de 90 min e concentracdo de NaOH de 2 M.
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o Etapa | — Extragé&o alcalina (NaOH)

A solugao de FPH e NaOH foi mantida sob agitagdo constante por um agitador
mecanico (Modelo EEQ-9034, Edutec), e a temperatura foi controlada utilizando-se
um banho ultratermostatico (Modelo SL 152, Solab), conforme pode ser visualizado
na Figura 15.

FIGURA 15 — ETAPA DE EXTRAGAO ALCALINA COM AGITACAO MEC}ANICA E CONTROLE DE
TEMPERATURA PELO BANHO ULTRATERMOSTATICO

'FONTE: O autor (2022).

o Etapa Il — Peneiramento e filtragdo a vacuo do residuo insoluvel

Apos a etapa de extragao alcalina, o residuo insoluvel foi peneirado em uma
peneira média (dimensdes (C x L x A): 23,2 x 12,7 x 5,5 cm) de polipropileno (marca
Plasvale) com poros de aproximadamente 1 mm. Em seguida, a solugdo que passou
pela peneira (queratina solubilizada e residuo insoluvel) foi filtrada a vacuo (filtro de
tecido Oxford), como pode ser observado na Figura 16. Nessa etapa, foi utilizado filtro

de tecido devido ao volume de solugdo (aproximadamente 1000 mL).
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FIGURA 16 — FILTRACAO A VACUO DO RESIDUO INSOLUVEL UTILIZANDO FILTRO DE TECIDO
OXFORD

FONTE: O autor (2022).

o Etapa Il — Precipitagdo da queratina

Apés a filtracdo do sobrenadante, a queratina foi precipitada, ajustando-se o
pH do filtrado para aproximadamente 4,4 com solugao de acido cloridrico (HCI) 2 M

em temperatura ambiente, conforme pode ser observado na Figura 17.

FIGURA 17 — QUERATINA PRECIPITADA APOS A ETAPA DE PRECIPITAGAO COM HCL 2 M

FONTE: O autor (2022).
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o Etapa IV — Lavagem da queratina

Com os resultados obtidos no planejamento experimental, foi possivel observar
a presenca de sal nas amostras de queratina. Por isso, nesse processo de ampliacéao
de escala, foi incluida a etapa de lavagem apos a precipitagdo. Foram realizadas 3
lavagens utilizando 1000 mL de agua destilada em cada uma. Entre as lavagens,
houve um intervalo de 20 min, pois esse foi o tempo necessario para queratina
sedimentar, podendo, assim, succionar a agua de lavagem. A Figura 18 apresenta as
etapas de lavagem da proteina, sendo possivel observar a clarificagdo da agua no

processo de lavagem.

FIGURA 18 - A) QUERATINA APOS PRECIPITAGAO; B) QUERATINA APOS A PRIMERA
LAVAGEM; C) QUERATINA APOS A SEGUNDA LAVAGEM; D) QUERATINA APOS A TERCEIRA

FONTE: O autor (2022).

o Etapa V — Filtragdo a vacuo e secagem da queratina em temperatura

ambiente

Apds a etapa de lavagem, a queratina foi filtrada a vacuo novamente; no
entanto, essa segunda etapa de filtragao foi realizada utilizando-se um filtro de papel,
pois, em testes preliminares, a proteina passou pelo no tecido Oxford. Em seguida, a

queratina foi seca em temperatura ambiente por 36 h.

o Etapa VI — Choque térmico nas amostras queratina

Além da ampliagao na escala de extragao de queratina, foi realizado um estudo

para despolimerizagao da queratina, técnica que foi baseada na metodologia descrita
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por Alves et al. (2020). Dessa forma, foi realizado um processo de choque térmico,
seguido de moagem nas amostras de queratina.

No processo de choque térmico, a primeira amostra de queratina passou por
10 ciclos de 10 min, sendo 5 min em temperatura de 50 °C (na estufa) e 5 min com N2
liquido em sua superficie (-196,15 °C, foi utilizado aproximadamente 150 mL de

nitrogénio liquido em cada ciclo), conforme pode ser observado na Figura 19.

FIGURA 19 — PROCESSO DE CHOQUE’TERMICO COM NITROGENIO LiQUIDO NA QUERATINA,
APQ_%;AIR DA ESTUFA

FONTE: O autor (2022).

A segunda amostra de queratina também passou por ciclos 10 ciclos de 10 min,
sendo 5 min em temperatura de 100 °C (na estufa) e 5 min com N2 liquido em sua
superficie (-196,15 °C, foi utilizado aproximadamente 150 mL de nitrogénio liquido em

cada ciclo).
o Etapa VIl — Moagem das amostras queratina

Apds a etapa de choque térmico, foi realizada a moagem da queratina com o
objetivo de reduzir a dimensdo das particulas. Dessa forma, a metodologia de
moagem da queratina foi determinada com base em estudos realizados por Alves et
al. (2018), nos quais avaliaram uma combinagao de processos fisicos para obtencao
de quitosana com baixa massa molar.

Dessa forma, a queratina foi moida em um moinho de jarros (Modelo SL-34,

Solab) composto por um recipiente de ago AISI 1020 (14 cm de didametro e 20 cm de
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altura), e um motor de indugéo, operado a uma velocidade fixa de 300 rpm. Foram
utilizadas bolas de ceramica (esferas de 20 mm) na proporgao de 230 g de bolas para
5 g de queratina. A proteina foi moida por 4 h para obter particulas menores que
1 mm, que foram passadas por uma peneira com aberturas de malha de 106 pm
(ALVES et al., 2018).

4.5 ANALISES DE CARACTERIZAGCAO DAS AMOSTRAS DE QUERATINA APOS
DESPOLIMERIZAGAO

4.5.1 Difragdo de raios X (DRX) das amostras de queratina

As analises de DRX foram realizadas no Laboratério de Caracterizagao
Estrutural (LCE) do Departamento de Engenharia de Materiais (DEMa) da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), Sdo Carlos-SP. Para essa analise, foi
utilizado um difratémetro Bruker, modelo D8 — Advance ECO. Os difratogramas foram
obtidos utilizando radiacdo de CuKa (1,54 A / 8,047 keV), operando na poténcia de
1,0 kW (40 kV x 25 mA), passo de 0,02°, tempo de varredura de 15 min e leituras

efetuadas no intervalo 28 entre 5° e 80°.

4.5.2 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) das amostras de queratina

As analises de MET foram realizadas no Laboratério de Caracterizagao
Estrutural (LCE) do Departamento de Engenharia de Materiais (DEMa) da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), Sdo Carlos-SP. Para essa analise, foi
utilizado um microscopio FEI Tecnai G* F20 operado a 200 kV. As amostras de
queratina em p6 foram colocadas em uma grade de cobre revestida com um filme fino
de carbono. As analises no modo de alta resolugdo (HRTEM) foram realizadas em

condi¢des criogénicas, na temperatura do N2 liquido (-196,15 °C).

4.5.3 Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV) com o Acessorio de

Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDS) das amostras de queratina

As analises de MEV foram realizadas no Laboratério de Materiais € Energias

Renovaveis (LABMATER) da Universidade Federal do Parana, campus Palotina — PR.



55

Para essa analise, foi utilizado um microscopio TESCAN VEGAS3. As amostras foram
espalhadas no porta amostras sobre uma fita de carbono dupla face, posteriormente
secas e metalizadas com fina camada (5 nm) de ouro na superficie ("sputtering"). As
micrografias foram obtidas em aumentos de 200, 2.000 e 10.000 vezes, e nessa

analise, foi utilizado o EDS para analisar os elementos quimicos das amostras.

4.5.4 Analise Termogravimétrica (ATG) das amostras de queratina

As analises termogravimétricas foram realizadas em um analisador térmico
simultdneo STA 6000 da Perkin - EImer na Central Analitica Multiusuario da UTFPR,
campus Medianeira — PR. A temperatura de aquecimento foi de 35 a 650 °C, em
atmosfera de nitrogénio, com uma taxa de aquecimento de 10 °C min™' e uma vazéo

de nitrogénio de 50 mL min-'.

4.5.5 Determinagdo do Diametro Hidrodindmico por Dispersao Dinamica de Luz

(Dynamic Light Scattering, DLS) das amostras de queratina

Para as analises DLS, as amostras de queratina em p6 foram solubilizadas em
solugcdo de NaOH 0,1 M e agitadas por 12 h a 125 rpm em uma Incubadora Shaker
(Modelo SL -222, Solab); em seguida, foram diluidas em agua destilada e dispersas
em um dispersor ultrassonico (Modelo BT-50, Bettersize) por 5 min para melhorar a
dispersao das particulas. A distribuicao de tamanho hidrodinamico das particulas foi
determinada usando um analisador de tamanho de particulas (Modelo Nanoptic 90,
Bettersize) em um comprimento de onda de 635 nm, angulo de dispersdo de 90° e

temperatura de 30 °C.

4.5.6 Cromatografia de Exclusdo por Tamanho (Size Exclusion Chromatography -

SEC) das amostras de queratina

As analises de cromatografia de exclusdo por tamanho foram realizadas no
Laboratério de Biopolimeros (BIOPOL) do Departamento de Quimica da Universidade
Federal do Parana — UFPR. Essa analise foi realizada em um sistema composto por
uma bomba de fluxo, uma coluna de polimetacrilato da Shodex OHpak SB-806HQ

(limite de exclusdo da coluna de 20.000.000 g mol'), acoplada a detectores do indice
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de refragao (RI), indice viscosimétrico (n) e espalhamento de luz a angulos de 7 e 90°
(LALS e RALS).

A fase movel utilizada no sistema foi composta por nitrato de sédios (NaNO3),
a 0,1 mol L' na presenca de 0,02% (m/v) de azida de sédio (NaNs3) e a um fluxo de
0,4 mL min'. As amostras foram dispersas a uma concentracdo de 2 mg mL"' na
prépria fase movel, mantidas em agitagcao por 24 h e sonicadas em um equipamento
Sonics Vibracell por 20 s, 25% de amplitude e filtrado em membrana MF-MilliporeTM
de éster de celulose com poros de diametro de 0,22 um antes da inje¢cao. O volume
de injecao foi de 300 pyL com um /oop de 100 pL. Para as amostras de queratina, o
valor de dn/dc utilizado foi de 0,215 mL g', conforme os dados apresentados por
Zhao, Brown e Schuck (2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RESULTADOS DO PLANEJAMENTO COMPOSTO CENTRAL 22

Os resultados desse planejamento podem ser observados na Tabela 5. Esse
planejamento experimental foi realizado apds o planejamento prévio, as condi¢des
experimentais, bem como os graficos de Pareto e graficos de superficie de resposta

para RQ e TD, que estédo apresentados no Apéndice 1 deste trabalho.

TABELA 5 — RESULTADOS DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA TD E RQ

Ensaios Temperatura (°C) Tempo (min) TD (%) RQ (%)
11 15 (-1) 30 (-1) 16,5 17,9
12 15 (-1) 90 (+1) 24,5 20,0
13 35 (+1) 30 (-1) 18,1 8,3
14 35 (+1) 90 (+1) 30,6 14,9
15 1 (-a) 60 (0) 34 16,9
16 39 (+a) 60 (0) 32,5 9,6
17 25 (0) 18 (-a) 21,7 17,8
18 25 (0) 102 (+a) 42,8 16,1
19 25 (0) 60 (0) 39,0 19,3
20 25 (0) 60 (0) 29,6 18,4
21 25 (0) 60 (0) 37,8 16,7

FONTE: O autor (2022).
LEGENDA: TD: Taxa de Dissolugédo, RQ: Rendimento de Queratina
em relacdo a massa de FPH.

Na Tabela 5, observa-se que a TD aumentou com a temperatura e o tempo de
reacdo. Conforme o grafico de Pareto da Figura 20, somente a temperatura
apresentou efeitos quadraticos significativos (p < 0,05), com influéncia negativa para

a TD. Assim, o maior valor para a TD foi de 42,8% a 25 °C e 102 min.
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FIGURA 20 — GRAFICO DE PARETO PARA TD

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: TD%
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=26,17333
DV: TD%
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1lby2L 4397977

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

FONTE: O autor (2022).
LEGENDA: TD: taxa de dissolugao.

Conforme o grafico de Pareto apresentado na Figura 21, somente a
temperatura apresentou efeitos quadraticos significativos (p < 0,05), com influéncia
negativa para o RQ. Dessa forma, o melhor RQ foi de 20% a 15 °C e 90 min de reagéo,

indicando que temperaturas mais elevadas podem degradar termicamente a proteina.

FIGURA 21 — GRAFICO DE PARETO PARA RQ

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: RQ%
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=1,743333

DV:, RQ%
(1)Temperatura(L) -6,70649
Temperatura(Q) -4,31375
1Lby2L 1,704089
(2)Tempo(L) 1,700843
Tempo(Q) -,961879

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
FONTE: O autor (2022).
LEGENDA: RQ: Rendimento de queratina.

Desse planejamento experimental, foram elaborados os graficos de superficie

de resposta para avaliar os efeitos das interagdes das variaveis do processo de
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extracdo. As Figuras 22 e 23 apresentam as superficies de resposta para a TD e o
RQ, respectivamente.

FIGURA 22 — A) GRAFICO DE SUPERFICIE DE RESPOSTA MOSTRANDO O EFEITO DO TEMPO
E DA TEMPERATURA NA TAXA DE DISSOLUBILIDADE. B) GRAFICO DE CONTORNO
MOSTRANDO O EFEITO DO TEMPO E DA TEMPERATURA NA TAXA DE DISSOLUBILIDADE

Fitted Surface; Variable: TD%
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=26,17333
DV: TD%

Fitted Surface; Variable: TD%
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=26,17333
DV: TD%

Tempo

Il > 40
<32
N <22
<12
. <2
i <-8 =
<18 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Il <-28

FONTE: O autor (2022).

I > 40
M <32
<22
<12

<-8
<-18
Temperatura Il <-28

A Figura 22 apresenta a interagao entre o tempo e a temperatura de reacédo em
relacdo a TD, com o melhor resultado igual a 42,8% a 25 °C e 102 min. Nesse modelo,
a curvatura foi significativa, indicando que essas condigdes se aproximaram do ponto
otimo para TD. O modelo experimental foi significativo: p<0,05 e R>=0,84. A

equacgao do modelo de segunda ordem foi ajustada aos dados obtidos no experimento
de planejamento fatorial usando a Equagéo 6.

TD = —55,8336 + 5,1176 x Temperatura — 0,0958 X Temperatura® +
0,4218 X Tempo — 0,0025 x Tempo? + 0,0038 x Temperatura x Tempo (6)
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FIGURA 23 — A) GRAFICO DE SUPERFICIE DE RESPOSTA MOSTRANDO O EFEITO DO TEMPO
E DA TEMPERATURA NO RENDIMENTO DE QUERATINA. B) GRAFICO DE CONTORNO
MOSTRANDO O EFEITO DO TEMPO E DA TEMPERATURA NO RENDIMENTO DE QUERATINA

Fitted Surface; Variable: RQ% Fitted Surface, Variable: RQ%
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=1,743333 2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Pure Error=1,743333
DV: RQ% DV: RQ%

Tempo

— P 5 10 15 20 25 30 35 40 ASEm <0
. <4 Temperatura . <4

FONTE: O autor (2022).

A Figura 23 apresenta a interagao entre o tempo e a temperatura de reagéo em
relacdo ao RQ, com o melhor resultado igual a 20% a 15 °C e 90 min. O modelo
experimental foi significativo: p < 0,05 e R? = 0,85. Nesse modelo, a curva foi
significativa, indicando que essas condi¢des se aproximaram do ponto 6timo para o
RQ. A equagédo do modelo de segunda ordem foi ajustada aos dados obtidos no

experimento de planejamento fatorial usando a Equacéo 7.

RQ = 12,6742 + 0,6751 X Temperatura — 0,0243 x Temperatura® + 0,0051 X
Tempo — 0,0006 X Tempo?® + 0,0038 x Temperatura X Tempo (7)

Dessa forma, como pode ser observado nas figuras apresentadas
anteriormente, quanto maior a temperatura e o tempo de reagdo (acima de 25 °C e
60 min, respectivamente), maior foi a TD, indicando maior dissolubilidade da FPH ao
processo de hidrolise alcalina. Também é possivel observar uma redugcao do RQ em
maiores temperaturas e tempos de reagdao (acima de 25°C e 60 min,
respectivamente), indicando que, nessas condigbes, pode ocorrer a degradacao

parcial da proteina.
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5.2 ANALISES DE CARACTERIZAGCAO DAS AMOSTRAS DE QUERATINA,
RESIDUO E FPH

5.2.1 Determinagdo dos teores de umidade, cinzas e lipideos das amostras de

queratina, residuo e FPH

Inicialmente, foram avaliadas as caracteristicas macroscoépicas das amostras
de FPH, queratina e residuo através dos teores de umidade, cinzas e lipideos, como
pode ser observado na Tabela 6. Para essas analises, foram utilizados o residuo e a
queratina extraidos em testes preliminares nas seguintes condigdes, temperatura de
25 °C, concentracdo de NaOH de 2 M e tempo de extragao de 60 min.

A amostra de FPH apresentou um baixo teor de umidade, cinzas e lipideos,
indicando que pode ser utilizada para extrair queratina sem precisar passar por
procedimentos de secagem, desmineralizagdo e desengorduramento.

O teor de umidade encontrado nas amostras de queratina e residuo (11,3% e
15,1%, respectivamente) pode ser considerado alto quando comparado ao valor
encontrado para a amostra FPH (4,41%). Essa diferenca entre as amostras pode estar
relacionada ao processo de secagem da queratina e do residuo, pois os materiais
foram secos em temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C), sendo assim, a
agua presente nas amostras pode estar interagindo com a proteina, ocasionando um
aumento em seu teor de umidade.

Como pode ser observado na Tabela 6, o teor de cinzas e lipideos encontrados
na amostra de queratina foi menor que os teores encontrados na amostra de residuo,
indicando, assim, que o residuo apresenta, em sua composi¢cao, uma concentragcao

maior de minerais e gorduras.

TABELA 6 — RESULTADO DOS TEORES DE UMIDADE, CINZAS E LIPIDEOS DAS AMOSTRAS DE
FPH, QUERATINA, RESIDUO

PARAMETROS
AMOSTRAS Umidade (%) Cinzas (%) Lipideos (%)
FPH 4401 1,3+0,1 6,5+0,4
Queratina 11,3+ 0,1 2,7+11 2,3+0,3
Residuo 15,1+0,2 223+1,3 6,1+0,1

FONTE: O autor (2022).
LEGENDA: FPH: Farinha de Penas Hidrolisada.

Também foram realizadas analises de DRX, MEV, EDS, ATR-FTIR, analise

elementar e ATG para avaliar as propriedades fisicas, quimicas e morfologicas das
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amostras de FPH, queratina e residuo. Para essas analises, foram selecionadas trés
corridas experimentais do segundo planejamento, sendo elas as corridas 13 (35 °C e
30 min), 15 (11 °C e 60 min) e 17 (25 °C e 18 min). Para avaliar as propriedades da
queratina e do residuo gerados no processo de extracdo, foram selecionadas as
amostras com maior e menor temperatura e tempo de reacéo.

Uma amostra de FPH também foi coletada para as analises de caracterizagao.
Dessa forma, as amostras de queratina foram identificadas com o numero da corrida
selecionada seguida da letra Q; ja as amostras de residuos foram identificadas com
0s numeros das corridas seguidas pela letra R. A farinha de penas, por sua vez, foi

identificada pela sigla FPH.

5.2.2 Difragao de raios X (DRX) das amostras de queratina, residuo e FPH

A cristalinidade nas penas de frango desempenha um papel muito importante
em suas propriedades fisicas, quimicas, Opticas e térmicas (TESFAYE et al., 2017).
Segundo Nayak e Gupta (2015), assim como outras fibras animais, as penas de frango
possuem uma espécie de estrutura polimérica macromolecular entre suas regides
cristalinas e amorfas. Sendo assim, foram analisadas as estruturas cristalinas das

amostras de FPH, queratina e residuo por difracao de raios X, conforme Figura 24.

FIGURA 24 — GRAFICO DE DIFRAGCAO DE RAIOS X DAS AMOSTRAS DE FPH, QUERATINA E
RESIDUO
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FONTE: O autor (2022).



63

Como pode ser observado na Figura 24, todas as amostras apresentaram um
pico de difracdo em 9°, indicando a presenca de estruturas a-hélice, comuns em
queratinas de penas de frango (TESFAYE et al., 2017). Outro pico semelhante entre
as amostras foi em torno de 20°, regido caracteristica das folhas B-pregueadas
(ZHAO, WEei et al., 2012). Sendo assim, é possivel observar dois tipos de estruturas
cristalinas nas amostras, as a-hélice (comum no arranjo de barbas) e folhas [3-
pregueadas (comum na raque das penas), de acordo com Figura 7. A presenga de
tais estruturas pode estar relacionada com o processo de producdo da FPH, que
contempla todas as partes das penas e todo o sangue das aves.

As amostras de queratina apresentaram algumas regiées com picos de difragéo
bem definidos, como o pico em 28°, 32°, 45°, 57°, 66° e 75°. Esse resultado € causado
pela presenca de regides cristalinas nas amostras (TESFAYE et al., 2017). Segundo
estudos realizados por Zago, Penha e Seckler (2020), esses picos podem estar
relacionados com o teor do sal inorganico cloreto de sédio (NaCl). A presencga desse
sal nas amostras de queratina esta relacionada ao processo de hidrolise alcalina e de
precipitacédo, o qual ocorre por meio do HCI.

Assim como as amostras de queratina, as amostras de residuos também
apresentaram algumas regides com picos cristalinos, como exemplo, os picos em 32°,
37°, 40°, 45°, 52° e 57°; ja a FPH nao apresentou tal caracteristica. Essa reducéo na
cristalinidade pode estar relacionada ao seu processo de producgao, pois as penas
passam por hidrélise em temperaturas elevadas, podendo ocasionar a degradacao

térmica das fases cristalinas.

5.2.3 Analise elementar das amostras de queratina, residuo e FPH

A Figura 25 apresenta o resultado de uma analise qualitativa e quantitativa dos
elementos quimicos presentes na FPH, queratina e residuo extraido. Foi encontrado,
na amostra de queratina, 40,33% de carbono, 5,75% de hidrogénio, 12,00% de
nitrogénio, 0,03% de enxofre, 21,93% de oxigénio e 19,96% de outros elementos. O
teor de enxofre nas amostras de queratina indica a presenca da proteina cisteina,
enquanto o teor de nitrogénio pode estar relacionado aos aminoacidos da proteina.
Khumalo, Sithole, Tesfaye (2020) encontraram uma composi¢cdo semelhante para
queratina extraida das penas de frango, 46,64% de carbono, 7,72% de hidrogénio,

10,82% de nitrogénio, 5,02% de enxofre e 29,74% de outros elementos.
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FIGURA 25 — GRAFICO DA ANALISE ELEMENTAR DAS AMOSTRAS DE FPH, QUERATINA E
RESIDUO
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A amostra de FPH apresentou 49,83% de carbono, indicando um alto potencial
para aplicagbes como fonte de energia (TESFAYE et al., 2017). As amostras de FPH
e residuo ndo apresentaram teor de enxofre para essa analise. O teor de nitrogénio
(6,61%) presente no residuo gerado no processo de extragao da queratina indica que
esse material pode ser reaproveitado para producédo de ragcdo animal, evitando seu

descarte no meio ambiente.

5.2.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV) das amostras de queratina, residuo
e FPH

A morfologia da superficie da FPH, da queratina e do residuo foram exploradas
por analise de MEV. As imagens da queratina extraidas s&do mostradas na Figura 26A,
do residuo, na Figura 26B, e da FPH, na Figura 26C. Como pode ser observado na
Figura 26A, na ampliagdo de 200 vezes, a queratina apresentou-se na forma de
microparticulas bem compactadas e uniformes. Além da queratina, é possivel
observar também estruturas de NaCl (ZAGO; PENHA; SECKLER, 2020).

Diferente da queratina, na ampliacao de 200 vezes, o residuo apresentou uma
estrutura irregular, de acordo com o demonstrado na Figura 26B. Apds ampliar as
imagens para 2000 e 15000 vezes, foi possivel observar varios conjuntos de

filamentos. A FPH apresentou uma morfologia muito semelhante ao residuo na
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ampliagao de 200 vezes, conforme Figura 26C. Ja nas imagens com o aumento de

2000 e 15000 vezes, foi possivel observar filamentos compactos e com superficie lisa.

FIGURA 26 — IMAGENS DE MEV EM DIFERENTES AMPLIAGOES. A) QUERATINA; B) RESIDUO E
C) FPH
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FONTE: O autor (2022).
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5.2.5 Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDS) das amostras de queratina,
residuo e FPH

Depois da MEV, foi realizada a técnica semiquantitativa e complementar EDS.
Nessa técnica, foram avaliadas 3 areas que estao apresentadas no Apéndice 2 deste
trabalho. A Tabela 7 mostra a composi¢cao elementar das amostras analisadas (FPH,
queratina e residuo). Nessa analise, observa-se, de forma mais evidente, a presenca
de enxofre e nitrogénio nas amostras de queratina, com teores aproximados de 1,9%
e 20%, respectivamente. As amostras de queratina também apresentaram teores de
sédio (aproximadamente 4,4%) e cloro (aproximadamente 7%), e a presenga desses
elementos pode estar relacionada aos processos de hidrdlise alcalina e precipitagcao

(com HCI) que ocorrem nas etapas de extracdo da queratina.
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Na analise por EDS, a amostra de FPH apresentou um teor de carbono de 71%,
sendo esse maior que na analise elementar (49,83%). A EDS detectou a presenca de
outros elementos na amostra de FPH, como o sdédio, fluor, célcio, silicio, fésforo,
potassio, ferro e zinco, que juntos somaram um teor de aproximadamente 4%. Com
iss0O, a presenca desses elementos pode estar relacionada ao processo de produgao
da FPH.

5.2.6 Reflexao Total Atenuada no Infravermelho com Transformada de Fourier (ATR-

FTIR) das amostras de queratina, residuo e FPH

Khumalo, Sithole e Tesfaye (2020) analisaram, por ATR-FTIR, a queratina
extraida das penas de frango e notaram bandas vibracionais que correspondem a
multiplos grupos amida. O Quadro 2 apresenta a relagdo entre os grupos funcionais e
as bandas correspondentes, baseando-se na literatura (KAKKAR et al., 2014;
KHUMALO; SITHOLE; TESFAYE, 2020). A Figura 27 apresenta os resultados da

analise de ATR-FTIR, indicando as bandas vibracionais da FPH, queratina e residuo.

QUADRO 2 — BANDAS DE ABSORGCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO E OS GRUPOS
FUNCIONAIS CARACTERISTICOS DA PROTEINA

Grupo funcional caracteristico Banda de absorgédo (cm™)
Amida A (N — H) 3359
Amida B 2919
Amida | (C-0) 1650
Amidall(N-H&C —H) 1542
Amida lll (C = N) 1242
1 ion tiossulfato 1000
Amida IV 623
Ligacdes dissulfeto 550

FONTE: Adaptado de (KAKKAR ET AL., 2014; KHUMALO; SITHOLE; TESFAYE, 2020).
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FIGURA 27 — GRAFICO DE ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO DAS AMOSTRAS DE FPH,
QUERATINA E RESIDUO
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FONTE: O autor (2022).

Kakkar et al. (2014) observaram algumas relagdes entre as bandas de
absorgédo e os grupos funcionais caracteristicos da queratina. Eles relataram que o
grupamento Amida A tem banda préximo a 3359 cm™' devido as vibragbes de
alongamento das ligagées de N — H; ja a banda da Amida | é préxima a 1650 cm™
devido as vibragdes de alongamento das ligagdes C — O. Para o grupamento Amida ll,
as bandas foram observadas proximas a 1542 cm~' devido a flexdo N — H e as
vibragdes de alongamento das ligagdes de C — H. Proximo a 1242 cm™, pode ser
observada a banda da Amida Il devido a combinacgao de fases de alongamento C — N
e N-—H.

As amostras de FPH, residuo e queratina apresentaram bandas vibracionais
em regides proximas, como exemplo, a banda vibracional proxima a 1000 cm™
(grupamento 1 ion tiossulfato), 1542 cm™ (Amida Il (N — H & C — H)) e 2919 cm™’
(Amida B). Uma caracteristica presente nas amostras de queratina foi a presenga do
grupamento Amida A (N — H) na regi&o vibracional proxima a 3359 cm™'. Além disso,
pode-se observar que as amostras de queratina apresentaram bandas vibracionais
semelhantes, indicando que as estruturas da proteina se conservam independente
das condi¢des de extracdo (KHUMALO; SITHOLE; TESFAYE, 2020).



68

5.2.7 Analise Termogravimétrica (ATG) e Termogravimetria Derivada (DTG) das

amostras de queratina, residuo e FPH

A estabilidade térmica das amostras de FPH, queratina e residuo foi
investigada por ATG. Como pode ser visualizada na Figura 28A, a perda de massa
para as amostras de queratina 13Q, 15Q e 17Q foi de 70,1%, 69,5% e 65,7%,
respectivamente; e a perda de massa para amostra de FPH foi de 77,69%.

Na Figura 28B, podem ser visualizados os eventos de degradacéao térmica para
as amostras de queratina e FPH. Para as amostras de queratina, o primeiro evento
térmico ocorreu proximo a 60 °C devido a perda de umidade das moléculas de
queratina. A segunda etapa, entre 215 e 350 °C, indica uma possivel degradagao
térmica da proteina, e essa perda de massa pode estar relacionada a desnaturagcao
térmica das ligagdes peptidicas e da cadeia proteica (TESFAYE et al.,, 2018). A
terceira etapa, entre 350 e 500 °C, pode estar relacionada a decomposicao de
particulas maiores e fracbes de queratina com estabilidade térmica mais alta, como
as ligacdes de dissulfeto e cadeias polipeptidicas compactas na forma de folhas 3
(ALAHYARIBEIK; ULLAH, 2020).

Para a amostra de FPH. foi observado um processo de degradagao térmica em
trés etapas. O primeiro evento térmico ocorreu abaixo de 100 °C, indicando uma
possivel perda de agua; a segunda perda de massa ocorreu aproximadamente entre
200 e 400 °C, o que pode ser atribuida a degradacao da cadeia proteica e liberagéo
de didxidos de enxofre e sulfeto de hidrogénio devido a quebra das ligacdes dissulfeto
(ALAHYARIBEIK; ULLAH, 2020; SHARMA et al., 2017); ja o terceiro evento ocorreu
entre 400 e 600 °C. Segundo Tesfaye et al. (2018), € nessa ultima etapa que ocorre

a degradacgao completa do material.
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FIGURA 28 — A) ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (ATG) E; B) TERMOGRAVIMETRIA
DERIVADA (DTG) DAS AMOSTRAS DE QUERATINA E FPH
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Pode ser observado, na Figura 28B, que a amostra de FPH e a amostra de
queratina 15Q apresentaram maior degradagao do que as outras amostras no evento
térmico proximo a 320 °C. Esse evento pode estar relacionado a degradacao das
moléculas da cadeia proteica, liberagao de diéxido de enxofre e sulfeto de hidrogénio
devido a quebra de ligacdes dissulfeto (SHARMA et al., 2017).
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A Figura 29A apresenta a perda de massa para as amostras de residuo 13R,
15R e 17R, que foi de 56,3%, 58,47% e 60,62%, respectivamente. Também pode ser
visualizada a perda de massa para amostra de FPH, que foi de 77,69%.

A Figura 29B apresenta os eventos térmicos para as amostras de residuo. Foi
observado um processo de degradacao térmica em trés etapas: (1) o primeiro evento
ocorreu préximo a 100 °C, indicando a perda de agua; (2) a segunda etapa ocorreu
entre 240 e 400 °C, indicando a decomposi¢éo parcial da proteina; e (3) o terceiro

evento ocorreu entre 400 e 600 °C, indicando a degradacao completa do residuo.

FIGURA 29 — A) ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (ATG) E; B) TERMOGRAVIMETRIA
DERIVADA (DTG) DAS AMOSTRAS DE RESIDUO E FPH
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5.2.8 ANALISES DE CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS DE QUERATINA, APOS
DESPOLIMERIZAGAO

Foram realizadas analises de DRX, TEM, MEV, EDS, ATG, DLS e GPC para
avaliar as propriedades fisicas, quimicas e morfolégicas das amostras de queratina
que passaram pelos processos de choque térmico e moagem. Dessa forma, as
amostras de queratina foram identificadas com o numero da corrida seguido da

letra Q, como pode ser observado no Quadro 3.

QUADRO 3 — CARACTERISTICAS DAS AMOSTRAS DE QUERATINA — A TEMPERATURA
REPRESENTA O VALOR MAXIMO DO CHOQUE TERMICO

Amostra Caracteristica
6Q Amostra controle
7Q Choque térmico realizado a 50 °C
8Q Choque térmico realizado a 100 °C

FONTE: O autor (2022).

5.2.9 Difragao de raios X (DRX) das amostras de queratina

Segundo Tesfaye et al. (2017), a cristalinidade presente na queratina das penas
de aves desempenha um papel importante para suas propriedades fisicas, como
resisténcia e rigidez. Como pode ser observado na Figura 30, as amostras avaliadas
exibiram um padrao de difracdo em comum, apresentando um pico de difracdo em 9°
e outro em 19°, indicando a presencga de estruturas a-hélice e folhas B-pregueadas,

respectivamente.

FIGURA 30 — GRAFICO DE DIFRACAO DE RAIOS X DAS AMOSTRAS QUERATINA

Intensidade (u.a.)

10 20 30 40 50 60 70 80
Angulo (20)
FONTE: O autor (2022).
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Além disso, observou-se que todas as amostras de queratina, quando
comparadas a andlise de DRX do planejamento experimental (SECAO 5.2.2), tiveram
uma reducao perceptivel de regides cristalinas, indicando que a etapa de lavagem
executada na ampliacao de escala apresentou efeitos positivos para redugcao de NaCl

nas amostras.

5.2.10 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) com o Acessério de

Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDS) das amostras de queratina

A morfologia das amostras de queratina também foi explorada por analise de
MEV. As imagens da amostra 6Q sdo apresentadas na Figura 31, na amostra 7Q, na
Figura 31B, na amostra 8Q, e na Figura 31C. Como pode ser observado, as amostras
de queratina exibiram um padrdo semelhante em todas as ampliagées (200, 2000 e
10000 vezes). Na ampliagao de 200 vezes, as amostras apresentaram-se na forma
de microparticulas bem compactadas e nao uniformes; ja nas imagens com o aumento
de 2000 e 10000 vezes, é possivel observar microparticulas de queratina de diferentes

tamanhos dispostas de forma nao uniforme.
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FIGURA 31 — IMAGENS DE MEV EM DIFERENTES AMPLIAGOES DAS AMOSTRAS DE
QUERATINA. A) AMOSTRA 6Q; B) AMOSTRA 7Q E C) AMOSTRA 8Q
: o : )
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FONTE: O autor (2022).

Além disso, é possivel observar que as amostras de queratina apresentadas
na Figura 31 tiveram uma reducao perceptivel de cristais (NaCl) presentes nas
superficies das amostras. Isso difere da superficie da amostra de queratina
apresentada na Figura 26A, onde era visivel a presenga do sal inorganico atraveés de

regides cristalinas. Para facilitar a visualizacao, a Figura 32 apresenta uma amostra
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antes da etapa de lavagem e uma amostra do apds essa etapa. Dessa forma, a etapa
de lavagem apresentou-se eficiente no processo de extragao de queratina das penas

de aves.

FIGURA 32 — IMAGENS DE MEV EM DIFERENTES AMPLIAQOES. A) AMOSTRA 13Q, ANTES DA
LAVAGEM E B) AMOSTRA 8Q, APOS A LAVAGEM
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FONTE: O autor (2022).

e Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDS) das amostras de queratina

Depois da analise de MEV, foi realizada a técnica semiquantitativa e
complementar EDS. A Tabela 8 mostra a composicdo elementar das amostras de
queratina analisadas. Nessa analise, torna-se mais evidente a reducao de NaCl nas
amostras de queratina, pois elas apresentaram um teor médio de Na de 1% e Cl de
1,6% comparado ao planejamento experimental, representando uma redugéo de 3,3%
para Na e de 5,4% para o ClI.
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TABELA 8 — ANALISE ELEMENTAR DAS AMOSTRAS DE QUERATINA

Amostra N (%) C (%) S (%) 0 (%) Na (%) Cl (%)
6Q 18,921,4 58,0+1,8 2,020,5 19,0£1,9 0,810, 1 1,340,4
7Q 17,840,6 57,110,2 1,20,1 20,9+1,6 1,3£0,2 1,7¢0,5
8Q 20,4+1,5 62,3+1,7 1,9+0,8 12,741,6 1,0£0,2 1,74¢0,5

FONTE: O autor (2022).

Também é possivel observar, na Tabela 8, um teor médio de 1,7% de S e
19,1% de N nas amostras de queratina, o que pode estar relacionado com a presenca
da cisteina e dos outros aminoacidos da proteina, respectivamente. Além desses
elementos, as amostras de queratina apresentaram um teor médio de C de 59,2% e

O de 17,5%. As areas avaliadas estao apresentadas no Apéndice 3 deste trabalho.

5.2.11 Analise Termogravimétrica (ATG) e Termogravimetria Derivada (DTG) das

amostras de queratina

A estabilidade térmica das amostras de queratina foi investigada por ATG.
Como pode ser visualizada na Figura 33A, a perda de massa para as amostras de
queratina 6Q, 7Q e 8Q foi de 77,7%, 75,7% e 79,2%, respectivamente.

Na Figura 33B, podem ser visualizados os eventos de degradagao térmica para
as amostras de queratina. O primeiro evento térmico ocorreu préximo a 50 °C devido
a perda de umidade das moléculas de queratina; a segunda etapa ocorreu entre 200
e 400 °C, indicando uma possivel degradacao térmica da proteina; e a terceira etapa
ocorreu entre 400 e 600 °C, podendo estar relacionada a decomposi¢ao de particulas
maiores de queratina com estabilidade térmica mais alta.

Como pode ser observada nas Figuras 33A e 33B, a amostra 7Q apresentou
uma perda de massa e uma degradacao térmica menor que as amostras 6Q e 8Q,

indicando maior estabilidade térmica da amostra.
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FIGURA 33 — A) ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (ATG) E; B) TERMOGRAVIMETRIA
DERIVADA (DTG) DAS AMOSTRAS DE QUERATIN
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FONTE: O autor (2022).

5.2.12 Cromatografia por Permeagao em Gel (GPC) das amostras de queratina

Para avaliar a massa molar das amostras de queratina, foi realizada a analise
de cromatografia por permeagdao em gel. Segundo Fujii e Li (2008), a B-queratina
(principal estrutura encontrada nas penas das aves) possui uma massa molar de
aproximadamente 10 g mol'. Nesse estudo, as amostras de queratina 6Q, 7Q e 8Q
apresentaram uma massa molar de 8.938, 8.900 e 8.022 g mol, respectivamente. A

Figura 34 apresenta o grafico de volume de eluigdo para as amostras de queratina.
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FIGURA 34 — GRAFICO DE VOLUME DE ELUICAO PARA AS AMOSTRAS DE QUERATINA
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FONTE: O autor (2022).

Como podem ser observados na Figura 34, os picos | possuem volumes de
eluicdo de 9,6 mL, que representam a massa molar das amostras de queratina. O
menor pico representa a amostra de queratina 8Q, que possui a menor massa molar,
seguido da amostra 7Q e 6Q. Por sua vez, os picos 2, 3 e 4 possuem volumes de
eluicdo de 10,6 mL, 11,3 mL e 12,4 mL, respectivamente, e representam uma amostra
de menor massa molar que a queratina, que nao espalhou luz, além de um volume
total da coluna, contendo ainda resquicios de NaCl, e algum componente da amostra
que interagiu entalpicamente com a coluna, eluindo apds o volume total dela. O sinal

invertido representa um artefato do viscosimetro.
5.2.13 Microscopia Eletrénica de Transmissédo (MET) das amostras de queratina

A morfologia das amostras de queratina também foi explorada através das
micrografias HRTEM. A micrografia da amostra 6Q é apresentada na Figura 35A, na
amostra 7Q, na Figura 35B, na amostra 8Q, e na Figura 35C. Como pode ser
observado na Figura 35, todas as micrografias de queratina apresentaram dominios

cristalinos com diferentes orientagdes e tamanhos, associados em uma matriz amorfa.



78

As micrografias das amostras de queratina mostraram particulas com
diametros entre 5 e 20 nm. E possivel observar, através das analises de TEM, DLS e
SEC, que as amostras de queratina apresentaram caracteristicas muito semelhantes
entre si, destacando a amostra 6Q, que além da baixa massa molar (< 9 kDa),
apresentou maior concentracdo no diametro de particulas entre 5 e 15 nm, como pode

ser visualizado na Figura 36A.
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FIGURA 35 - MORFOLOGIA DAS AMOSTRAS DE QUERATINA EXPLORADAS ATRAVES DAS
MICROGRAFIAS HRTEM. A) AMOSTRA 6Q; B) AMOSTRA 7Q E C) AMOSTRA 8Q
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5.2.14 Determinacdo do Diametro Hidrodinamico por Dispersdo Dinamica de Luz

(Dynamic Light Scattering, DLS) das amostras de queratina

O diametro hidrodindmico das particulas presentes na solugcao de queratina foi
avaliado através da analise de DLS. Os resultados obtidos para o numero de
particulas demonstrado na Figura 36 mostraram que as amostras de queratina,
quando foram colocadas em meio basico, apresentaram maior concentragao de

diametros de particulas entre 5 e 200 nm.

FIGURA 36 — DETERMINAGAO DO DIAMETRO HIDRODINAMICO POR DISPERSAO DINAMICA
DE LUZ PARA AS AMOSTRAS DE QUERATINA. A) AMOSTRA 6Q; B) AMOSTRA 7Q;
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FONTE: O autor (2022).
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Como pode ser observado na Figura 36A, a queratina extraida da FPH, quando
colocada em meio basico (NaOH 0,1 M L"), apresentou pequenas particulas com
didmetro menor que 15 nm. Esse resultado pode estar relacionado ao processamento
em que a FPH é submetida em sua produgdo, podendo ja ter ocasionado a
despolimerizagcéo da proteina. J& as amostras 7Q e 8Q (também em meio basico,
NaOH 0,1 M L"), conforme Figuras 36B e 36C, apresentaram particulas com um
didmetro médio de aproximadamente 30 nm, indicando que o processo de choque
térmico seguido de moagem nao apresentou efeitos positivos para despolimerizagao
da queratina, pois 0 material ja se encontrava com uma baixa massa molar (< 9 kDa)

e pequeno didmetro de particula (entre 5 e 15 nm).
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6 CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que é possivel extrair queratina a partir da farinha de
penas de frango por hidrélise alcalina. Para encontrar as melhores condi¢cdes de
extracdo da queratina, foi realizado um planejamento experimental, no qual foi
possivel alcancar um rendimento de queratina de 20% em temperatura de 15 °C,
concentracdo de NaOH de 2 M e tempo de extragdo de 90 min.

A partir dos resultados das analises de caracterizagao (DRX, MEV, EDS, ATR-
FTIR, analise elementar e ATG), foi possivel observar propriedades fisicas, quimicas
e morfolégicas semelhantes entre as amostras de queratina extraidas, indicando que,
nas condicoes avaliadas, as amostras ndo apresentaram diferengas em suas
caracteristicas.

O processo de choque térmico seguido de moagem nao apresentou resultados
expressivos na despolimerizagdo da queratina, visto que a proteina possivelmente ja
estava despolimerizada. Esse resultado pode estar relacionado ao processamento em
que a FPH é submetida em sua producgao. Dessa forma, foi possivel visualizar, nas
analises de caracterizagdo da queratina (DLS, SEC e MET), um didametro médio
inferior a 16 nm e massa molar menor que 9 kDa. Além disso, também foi possivel
identificar, pela analise MET, dominios cristalinos com didmetros entre 5 e 15 nm.

Portanto, este estudo representa um avanco importante para o
reaproveitamento de residuos da industria avicola, pois, além de agregar valor ao
material gerado e reduzir os impactos causados ao meio ambiente, esse método
apresenta um grande potencial para ser reproduzido em escala industrial, uma vez
qgue essa técnica apresenta maiores facilidades para controlar as variaveis envolvidas

no processo de extragao (temperatura, tempo e concentragdo de NaOH).
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

a) Estudar as caracteristicas do residuo gerado no processo de extragdo da
queratina (analise de perfil de aminoacidos), visando sua aplicagao para producao de
racao animal;

b) Realizar um estudo sobre o processo de producdo da farinha de penas de
frango;

c) Ampliar a escala de extragao de queratina da FPH;

d) Estudar o reuso dos reagentes utilizados no processo de extragao da queratina.
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Para avaliar a TD e o RQ foi realizado um planejamento fatorial 2* completo,

com 3 fatores avaliados em 5 niveis (concentracdo, temperatura e tempo) e com

duplicata do ponto central, totalizando 10 experimentos. Os resultados desse

planejamento podem ser observados na Tabela 9. A Figura 37A apresenta o grafico
de Pareto para o RQ do primeiro planejamento experimental. E a Figura 37B

apresenta o grafico de Pareto para a TD do primeiro planejamento experimental. As

Figuras 38 e 39 apresentam a superficie de resposta para o TD e RQ,

respectivamente.

TABELA 9 — RESULTADOS DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL |

Temperatura

Tempo

(o) 0
Corridas  NaOH (M) (°C) (min) D (%) RQ (%)
1 1(-1) 25 (-1) 60 (-1) 51,4 14,8
2 1 (-1) 25 (-1) 180 (+1) 58,4 13,1
3 1 (-1) 75 (+1) 60 (-1) 88,0 10,4
4 1 (-1) 75 (+1) 180 (+1) 93,4 11,8
5 2 (+1) 25 (-1) 60 (-1) 41,4 22,6
6 2 (+1) 25 (-1) 180 (+1) 48,8 13,2
7 2 (+1) 75 (+1) 60 (-1) 82,7 10,5
8 2 (+1) 75 (+1) 180 (+1) 86,8 15,0
9 1,5 (0) 50 (0) 120 (0) 62,1 10,4
10 1,5 (0) 50 (0) 120 (0) 69,9 11,9
FONTE: O autor (2022).
LEGENDA: TD: taxa de dissolugéo, RQ: rendimento de queratina.
FIGURA 37 — GRAFICO DE PARETO PARA O RQE TD
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FIGURA 38 — A) GRAFICO DE SUPERFICIE DE RESPOSTA MOSTRANDO O EFEITO DA
TEMPERATURA E DA CONCENTRAGCAO NAOH NA TAXA DE DISSOLUBILIDADE. B) GRAFICO
DE SUPERFICIE DE RESPOSTA MOSTRANDO O EFEITO DO TEMPO E DA CONCENTRAGCAO

NAOH NA TAXA DE DISSOLUBILIDADE

Fitted Surface; Variable: TD% Fitted Surface; Variable: TD%
3 factors, 1 Blocks, 10 Runs; MS Pure Error=30.42 3 factors, 1 Blocks, 10 Runs; MS Pure Error=30,42
DV: TD% DV: TD%

I >80
. <82
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<62 N >80
I <52 <72
<42 I <62

FONTE: O autor (2022).
LEGENDA: TD: taxa de dissolugao.

FIGURA 39 — A) GRAFICO DE SUPERFICIE DE RESPOSTA MOSTRANDO O EFEITO DA
TEMPERATURA E DA CONCENTRACAO NAOH NO RENDIMENTO DE QUERATINA. B) GRAFICO
DE SUPERFICIE DE RESPOSTA MOSTRANDO O EFEITO DO TEMPO E DA CONCENTRAGCAO
NAOH NO RENDIMENTO DE QUERATINA

Fitted Surface; Variable: RQ% Fitted Surface; Variable: RQ%
3 factors, 1 Blocks, 10 Runs; MS Pure Error=1,125 3 factors, 1 Blocks. 10 Runs; MS Pure Error=1,125
DV: RQ% DV:RQ%
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FONTE: O autor (2022).
LEGENDA: RQ: rendimento de queratina.
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APENDICE 2 — AREAS AVALIADAS NA ANALISE DE EDS PARA AS
AMOSTRAS DE QUERATINA, RESIDUO E FPH

As areas avaliadas pela técnica semiquantitativa e complementar EDS podem
ser observadas nas Figuras 40, 41 e 42, para as amostras de queratina (13Q, 15Q e
17Q), residuo (13R, 15R e 17R) e FPH, respectivamente.

FIGURA 40 — AREAS AVALIADAS NA ANALISE DE EDS PARA AS AMOSTRAS DE QUERATINA.
A) AMOSTRA 13Q; B) AMOSTRA 15Q E C) AMOSTRA 17Q

B o

—_— s ————
um Electron image 1 2um Electron imace 1 wm Electron Image 1

FONTE: O autor (2022).

FIGURA 41 — AREAS AVALIADAS NA ANALISE DE EDS PARA AS AMOSTRAS DE RESIDUO. A)
AMOSTRA 13R; B) AMOSTRA 15R E C) AMOSTRA 17R
. AR

o 1
Electron Image 1 um Electron image 1

FONTE: O autor (2022).
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FIGURA 42 — AREAS AVALIADAS NA ANALISE DE EDS PARA A AMOSTRA DE FPH

/
1/
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FONTE: O autor (2022).
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APENDICE 3 — AREAS AVALIADAS NA ANALISE DE EDS PARA AS
AMOSTRAS DE QUERATINA

As areas avaliadas pela técnica semiquantitativa e complementar EDS podem
ser observadas na Figura 43 para as amostras de queratina, apos o processo de

choque térmico seguido de moagem.

FIGURA 43 — AREAS AVALIADAS NA ANALISE DE EDS PARA AS AMOSTRAS DE QUERATINA.
A) AMOSTRA 6Q; B) AMOSTRA 7Q E C) AMOSTRA 8Q

-

10um Electron Imace 1 r 10um Electron Imace 1

FONTE: O autor (2022).




