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RESUMO

A pena de frango € um subproduto amplamente gerado pela agroindudstria.
No entanto, sua producéo em larga escala e os desafios associados a gestéo de
residuos levantam preocupacgfes substanciais quanto ao seu destino. As penas
de frango sdo compostas predominantemente por queratina, uma proteina que
detém potencial para ser valorizada na forma de novos materiais biodegradaveis
com propriedades fisicas desejaveis a diversas aplicacbes. Nessa tese de
doutorado, a queratina foi extraida de residuo industrial de pena de frango por
meio da sulfitélise, seguida de recuperacdo utilizando diversos agentes
precipitantes: HCI, &cido citrico, NaCl e acetona. A metodologia empregada
viabilizou a extracdo da queratina de maneira rapida e passivel de
escalonamento, empregando reagentes de baixo custo e atoxicos, dispensando
a necessidade de didlise, com destaque para a precipitacdo com acetona para a
qual um rendimento de recuperacao de 80% foi obtido. A avaliagdo do ciclo de
vida delineou os principais gargalos ambientais da producédo da queratina, e 0
conceito de economia circular foi estudado para mitigar os impactos ambientais.
A analise quimica revelou que as ligacfes dissulfeto presentes na queratina
foram convertidas em S-sulfocisteina, facilitando seu processamento por termo-
prensagem. Foram produzidos filmes termoplasticos transparentes e insollUveis
em A&gua, caracteristicas desejaveis para aplicacdbes em embalagens, por
exemplo. O método de precipitacdo adotado teve implicacdes diretas na
distribuicAo da massa molar, morfologia e hidrofobicidade dos filmes de
gueratina. Essas caracteristicas permitiram a obtencéo de filmes com uma gama
de propriedades mecénicas, abrangendo desde filmes rigidos, com um modulo
elastico acima de 400 MPa, até flmes com um alongamento superior a 70%,
para uma resisténcia a tragdo em torno de 10 MPa. Os resultados deste estudo
evidenciam o potencial de valorizagdo do residuo de pena de frango no
desenvolvimento de materiais biodegradaveis e com impacto ambiental

reduzido.

Palavras-chave: Avaliacdo de ciclo de vida; Filme biodegradavel; Precipitacao;

Queratina; Termo-prensagem.
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ABSTRACT

PRODUCTION OF BIODEGRADABLE PLASTICS BASED ON KERATIN
EXTRACTED FROM CHICKEN FEATHERS BY GREEN ROUTES

Chicken feather is a by-product widely generated by the poultry
agroindustry. However, its large-scale production and the challenges associated
with waste management raise substantial concerns about its environmental
impacts. Chicken feathers are predominantly composed of keratin, a protein that
can be potentially valued towards new biodegradable materials with desirable
physical properties for various applications. Focusing on this major objective, in
this doctoral thesis, keratin was extracted from industrial chicken feather waste
through sulfitolysis, followed by recovery using various precipitating agents: HCI,
citric acid, NaCl, and acetone. This approach enabled the extraction of keratin in
a dialysis-free, fast, and scalable way, using low-cost and non-toxic reagents,
with emphasis on the acetone precipitation for which a recovery yield of 80% was
obtained. Life cycle assessment outlined the main environmental hotspots in the
keratin production, and a circular economy concept was studied to mitigate its
environmental impacts. Chemical analysis revealed that the disulfide bonds
present in keratin were converted into S-sulfocysteine, facilitating the keratin
processing by thermo-molding. Transparent and water-insoluble thermoplastic
films were produced with desirable properties for packaging applications, for
example. The precipitating agents had direct implications on the distribution of
molar mass, morphology, and hydrophobicity of the keratin films. These
characteristics allowed obtaining films with a range of mechanical properties,
from rigid films, with an elastic modulus above 400 MPa, to films with elongation
at break as larger as 70%, for a tensile strength around 10 MPa. This thesis
shows the potential for valuing chicken feather waste in the development of

biodegradable keratin-based materials with reduced environmental footprints.

Keywords: Biodegradable film; Compression molding; Keratin; Life cycle

assessment; Precipitation.
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1 INTRODUCAO

A industria avicola tem crescido constantemente ao longo dos anos. De
acordo com a Organizacédo das Nacdes Unidas para Alimentacao e Agricultura
(FAO, Food and Agriculture Organization), a produgcdo de carne de aves
aumentou de 100 Mt em 2010 para mais de 135 Mt em 2020 [1,2]. O consumo
de tal produto seguira essa tendéncia, podendo alcancar mais de 150 Mt até
2031 devido ao menor custo produtivo e a alta razdo proteina/gordura deste tipo
de carne que € atraente para os consumidores [3]. Todavia, a producdo e o
consumo de carne de aves tém levado a sérias preocupac¢des ambientais devido
ao principal subproduto gerado pela industria - as penas [4,5]. As penas de
frango representam cerca de 7% da massa total do animal e, portanto, o grande
volume desse residuo deve ser corretamente descartado [6,7]. Devido a sua
abundancia, resisténcia quimica e potencial para transportar patdogenos
transmitidos pelo sangue, as penas de frango podem representar um risco
significativo tanto para a saide humana quanto para o meio ambiente [8,9].

As penas de frango s&o uma fonte natural, barata e abundante de
queratina [10,11]. A queratina é uma proteina fibrosa rica em cisteina que forma
tecidos externos em animais, como cabelo, chifres, penas, 14, unhas, entre outros
[12]. Essa proteina se diferencia de outras proteinas pelo alto teor de ligacGes
dissulfeto entre suas cadeias, além de interac6es de van der Waals, ligacbes de
hidrogénio e ligacbes ibnicas [13]. Tais interagcdes contribuem para o
desenvolvimento de uma estrutura altamente compacta com elevadas
propriedades mecéanicas e resisténcia quimica [14,15]. Essas propriedades sao
desejaveis em muitas aplicacdes, como particulas para remocdo de metais
pesados [16], fibras para a industria téxtil [17,18], hidrogéis e scaffolds para
engenharia de tecidos [19-21] e filmes resistentes a agua para embalagens
[6,22,23]. Portanto, a valorizagdo da queratina contida nas penas de frango pode
proporcionar o desenvolvimento de materiais economicamente viaveis e
ecologicamente corretos para diferentes tecnologias e aplicagdes [24].

A queratina pode ser extraida das penas de frango por meio de varias
metodologias, sendo os métodos quimicos aqueles mais utilizados [25]. Essas

extracbes sdo somente possiveis devido ao rompimento das interacdes



presentes na queratina a partir de agentes redutores ou oxidantes, normalmente
com o auxilio de desnaturantes de proteinas e surfactantes [17,26,27]. A
purificacdo da queratina € geralmente realizada por meio de dialise contra agua
destilada, onde o0s reagentes difundem através de uma membrana
semipermeavel devido a um gradiente de concentracdo. No entanto, a dialise
requer grandes quantidades de &gua, longos periodos de purificacdo e
membranas caras que sdo limitadas a escala laboratorial [28,29]. Além disso, &
relatado que peptideos menores de queratina podem escapar da membrana de
didlise [30]. Da mesma forma, muitos métodos quimicos empregam reagentes
toxicos e caros para extrair queratina, o que levanta preocupacdes acerca da
pegada ambiental do descarte dos residuos de didlise [31,32].

A precipitacéo direta da queratina a partir da solugéo de extracdo pode
oferecer uma alternativa mais verde, rapida e barata para a purificacdo desse
biopolimero, porém essa rota ndo € geralmente relatada na literatura. A
precipitacdo de proteinas pode ser alcancada pelo aumento das interacdes
proteina-proteina induzidas por variagcbes de potencial hidrogeniénico (pH),
temperatura, concentracao de sal ou solventes organicos [33,34]. A queratina
obtida por precipitacdo geralmente se torna insolivel, no entanto, a proteina
ainda pode ser conformada por processamentos tipicos de polimeros
termoplasticos, como a termo-prensagem e a extrusao, o que € relevante para a
producao de plasticos biodegradaveis [35,36].

A presente tese de doutorado compreende um amplo estudo de
valorizagdo da queratina de penas de frango mediante o desenvolvimento de
rotas verdes de extracdo e a posterior avaliagdo da queratina precipitada como
filme plastico biodegradavel. A queratina de pena de frango foi extraida por
sulfitdlise usando metabissulfito de sédio (Na2S20s) como agente redutor e ureia
como desnaturante. A queratina foi entdo precipitada diretamente da solucao de
sulfitélise usando diferentes precipitantes, incluindo acido cloridrico, acido citrico,
cloreto de sédio ou acetona. Essa abordagem foi escolhida por ser uma
alternativa mais ambientalmente correta para a produgédo de queratina. Filmes
plasticos flexiveis de queratina foram obtidos por termo-prensagem utilizando o

plastificante glicerol. O eixo centro dos estudos aqui apresentados residiu no



entendimento da influéncia dos diferentes agentes de precipitacédo sobre a fisico-
quimica macromolecular das queratinas extraidas e, consequentemente, sobre
a microestrutura e propriedades mecanicas, 6ticas, térmicas e de interagdo com
agua dos filmes plasticos produzidos. Assim, declara-se a originalidade desta
tese de doutorado e sua contribuicdo para o estado da arte da ciéncia e
engenharia de novos materiais baseados em queratina.

Dada a abrangéncia do tema, a presente tese se inicia com uma reviséo
da literatura que contém, além das publicacbes de maior relevancia sobre
extracao e filmes biodegradaveis de queratina, conceitos fundamentais sobre a
fisico-quimica de aminoacidos, proteinas, além da microestrutura hierarquica da
pena de frango. Uma énfase especial foi dada também para os mecanismos
associados a precipitacdo de proteinas. Na sequéncia, sdo apresentados 0s
grandes objetivos da tese e os métodos escolhidos para atingi-los. O tépico
seguinte é dedicado aos resultados da tese e suas discussdes, 0s quais foram
divididos em (i) caracterizagao fisico-quimica das queratinas precipitadas e seus
ecoindicadores e (ii) caracterizacdo microestrutural e fisico-quimica dos filmes
de queratina obtidos por termo-prensagem. Encontram-se ao final da tese o
capitulo com as conclusdes e as sugestbes para trabalhos futuros. Por fim,
ressalta-se o conteudo dos apéndices logo apds as referéncias, em especial o
Apéndice A, o qual contém a lista de termos de trabalho adotados para esta tese.






2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Polimeros biodegradaveis

Os polimeros néao-biodegradaveis, exemplificados na maioria dos
plasticos convencionais sintéticos como o polietileno (PE), polipropileno (PP),
dentre outros, tém sido amplamente utilizados ao longo dos anos devido a sua
versatilidade e baixo custo. No entanto, 0 uso excessivo juntamente com o
descarte inadequado acarreta sérios problemas ambientais atualmente [37]. A
crescente conscientizacdo sobre os impactos ambientais causados pelos
plasticos ndo-biodegradaveis tem impulsionado um crescente interesse em
desenvolver alternativas para esses materiais [38,39]. Diversos polimeros
biodegradaveis tém sido estudados e aplicados para mitigar a dependéncia
massiva desses polimeros convencionais, principalmente em aplicacbes de
curta duracgao [40].

Polimeros biodegradaveis sdo aqueles que podem ser decompostos por
micro-organismos, como fungos e bactérias, em condicbes adequadas de
temperatura, pH, umidade, oxigenacgdao, entre outras [41]. Essa degradacédo gera
como produtos &gua, dioxido de carbono, metano, biomassa, entre outras
substancias naturais que sdo absorvidas e reintegradas ao ambiente [37,41]. Os
polimeros biodegradaveis podem ser classificados de acordo com a sua fonte de
obtencdo, como esquematizado na Figura 2.1. Os polimeros biodegradaveis
naturais podem ser extraidos diretamente de fontes renovaveis, sendo
representados principalmente pelos polissacarideos, como o amido e a celulose,
e as proteinas, como a queratina e o colageno. Este grupo também inclui os
polimeros biodegradaveis produzidos a partir de micro-organismos, como é o
caso do polihidroxibutirato (PHB). Os polimeros biodegradaveis sintéticos, por
outro lado, podem ser produzidos tanto por derivados do petréleo, como a
policaprolactona (PCL), quanto por mondmeros derivados de biomassa, como o
poli(acido latico) (PLA) [42].

Os polissacarideos e as proteinas sao polimeros biodegradaveis atoxicos
e abundantes na natureza, sendo excelentes candidatos para substituir alguns
plasticos convencionais ndo-biodegradaveis em diversas aplicacdes [43—-45].

Entretanto, o desempenho desses materiais € limitado pela resisténcia mecanica



dependente da umidade, solubilidade em agua e processamento complexo.
Nesse contexto, a queratina se torna uma alternativa de grande interesse para a
producéo de polimeros biodegradaveis, j& que é oriunda de residuos industriais
e insoluvel em agua apdos o processamento, além de apresentar propriedades

adequadas para diversas aplicacdes.

Celulose Albumina
Pectina Gelatina Queratina
Amido Caseina

Figura 2.1 - Classificagdo de polimeros biodegradaveis de acordo com a sua
origem e método de producdo, assim como alguns exemplos, com destaque a

queratina [41]. Pontilhado indica materiais de fonte ndo renovavel.

2.2 Aminoécidos, peptideos e proteinas

As proteinas sdo macromoléculas poliméricas formadas por aminoacidos
como unidades de repeticao [46]. Os aminoacidos mais comumente encontrados
em proteinas estdo listados na Figura 2.2, assim como suas propriedades e

algumas convencdes.
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Figura 2.2 - Propriedades e convencdes associadas a aminoacidos encontrados
em proteinas. Estados de ionizagéo estdo em pH 7. pl = Ponto isoelétrico; MM =
Massa molar; I = indice de hidropatia; Xp = Ocorréncia média em proteinas; e R

= Grupo lateral. Adaptado de Nelson e Cox (2017) [46].



Por definicdo, aminoacidos séo substancias organicas que, assim como o
nome indica, apresentam dois grupos funcionais distintos: um grupo carboxila
(-COOH) e um grupo amina (-NHz) [46—48]. A posicdo do grupo amina
determina a configuracdo do aminoacido. Tem-se um a-aminoacido quando o
grupo amina se encontra ligada ao carbono a. De forma anéloga, quando este
grupo esta ligado ao carbono 3, tem-se um B-aminoacido [46]. Além disso, essas
substancias também possuem um grupo lateral (-R) especifico para cada tipo
de aminoacido [46-48]. Com excec¢do da glicina, todos a-aminodcidos séo
moléculas quirais, ou seja, o carbono a € um centro quiral com quatro diferentes
ligantes [46]. Embora existam aminoacidos estereocisbmeros D, sdo o0s
estereoisémeros L que formam os residuos de amino&cidos presentes na grande
maioria das proteinas [46].

Ligacdo peptidica é um tipo de ligacdo covalente que une dois
aminoacidos a partir de uma reacdo de condensacdo. O grupo amina de um
aminoacido reage com o grupo carboxilico de outro aminoacido, formando-se a
ligagdo amida (-CO-NH-) e eliminando-se agua (H20) no processo. O
mecanismo da condensacéo de dois a-aminoacidos esta representado na Figura
2.3.

H,0
Figura 2.3 - Reacao de condensacgéao entre dois a-aminoacidos. R1 e Rz sdo 0s

grupos laterais dos aminoécidos.

O resultado desta reacdo de condensacéo € um dipeptideo formado por
dois residuos de aminoéacido. Este tipo de reacdo pode continuar ocorrendo
sucessivamente até a obtencdo de uma macromolécula [46,47,49]. A ligacéo
carbono-nitrogénio de uma ligacdo peptidica é excepcionalmente curta (1,32 A
em relacdo ao 1,47 A de uma ligacdo C-N pura), e é estabilizada pelo fendmeno

de ressonancia como esquematizado na Figura 2.4.
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Figura 2.4 - Fenbmeno de ressonancia em uma ligacdo peptidica. R1 e R2

referem-se a continuacdo da cadeia peptidica.

O par de elétrons desemparelhados do atomo de nitrogénio pode ser
doado ao carbono, deslocando os elétrons da dupla ligagdo do grupo carbonila
(C=0) em direcdo ao oxigénio, formando-se um anion oxigénio e um cation
nitrogénio [46,49]. Esta ressonancia ajuda a aumentar a estabilidade da ligagéo
peptidica e diminuir a rotacdo em torno dessa ligacdo. Portanto, as ligacdes
peptidicas possuem um carater acentuado de dupla ligacdo e
conseguentemente mantém os seis atomos envolvidos em uma configuracéo
essencialmente planar [46,49]. Esta caracteristica tem implicacdes diretas na
organizagéo espacial das cadeias proteicas.

Proteina € uma poliamida formada pela unido de a-aminoacidos. Os seres
vivos sintetizam proteinas a partir de 20 a-aminoacidos distintos, ja listados na
Figura 2.2. E importante ressaltar que mais dois aminoacidos séo sintetizados
apos a cadeia proteica estar completa: hidroxiprolina é sintetizada a partir da
prolina; e cistina é sintetizada a partir da cisteina [46—49].

A cisteina € um caso especial quando se trata de aminoacidos.
Primeiramente, seu indice de hidropatia (Apéndice A) é positivo, sendo que para
aminoacidos polares este indice € negativo. indice de hidropatia é uma escala
gue mede a hidrofobicidade ou hidrofilicidade do grupo lateral das proteinas, e
indicam a energia livre (AG) da transferéncia do aminoacido de um solvente
hidrofébico para a agua [46]. Assim, a transferéncia da cisteina de um ambiente
apolar para um ambiente polar € um processo desfavoravel, indicando o seu
carater hidrofébico mesmo sendo uma molécula levemente polar [46]. Além
disso, o grupo sulfidrila da cisteina (-SH), também conhecido como tiol, &
altamente reativo e tende a reagir com outro grupo sulfidrila formando uma

ligacdo dissulfeto (-S-S-), como mostrado na Figura 2.5. Essa ligacao é de
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extrema importancia para a queratina e outras proteinas pois elas geram

consequéncias diretas em sua conformagéo e estrutura tridimensional.

'TI O
. _N . 'T' Q Ligacao dissulfeto
Proteina Proteina . _N i
. _ Proteina Proteina
HS Oxidacao
+ % 2 H 2
+ + 2€
5 S
SH Reducao
i ) Proteina _Proteina
Proteina. N/Protelna I}l
: O H
O H
Residuos de cisteina Residuo de cistina

Figura 2.5 - Oxidacéo e reducao de residuos de cisteina em residuo de cistina.

Outros casos especiais sdo os residuos de glicina e prolina. A glicina
apresenta apenas um atomo de hidrogénio como seu grupo lateral, permitindo
assim uma maior flexibilidade em relagcdo a outros aminoacidos com grupos
laterais maiores. Devido a essa flexibilidade, a glicina é fundamental nas
mudancas conformacionais da proteina, como as dobras [46]. A prolina, por outro
lado, exerce uma influéncia profunda na conformacao das proteinas devido a
sua estrutura de anel rigida e ao potencial de isomerismo cis/trans [50].

A sequéncia de aminoacidos de uma cadeia proteica € denominada de
estrutura priméaria. A conformacdo espacial da cadeia proteica determina a
estrutura secundéria, enquanto o enovelamento e dobramentos dessas
estruturas € chamada de estrutura terciaria. Por fim, se uma proteina for formada
pela agregacdo de mais de uma cadeia proteica, a montagem espacial destas
cadeias € a estrutura quaternaria [46—49]. Representacdes genérica dessas

estruturas podem ser vistas na Figura 2.6.
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Ala
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Gly
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Residuos de Cadeia polipeptidica Subunidades reunidas

aminoacidos

Figura 2.6 - Exemplos de diferentes niveis de estrutura nas proteinas [46].

As proteinas sdo encontradas essencialmente em dois tipos de estrutura
secundéaria: hélice e folha pregueada (Figura 2.7) [51]. A estrutura em hélice
ocorre quando os aminodacidos se organizam em uma espiral dextrogira em que
cada grupo N-H da cadeia peptidica faz uma ligacdo de hidrogénio com um
grupo C=0 localizado a alguns residuos de aminoacidos anteriores [46,52]. A
hélice-a, estrutura em hélice mais comum em proteinas, ocorre quando esta
ligacdo envolve quatro residuos. Esta configuracéo permite que cada residuo da
cadeia corresponda a 100° de volta da hélice; portanto, cada volta completa
necessita de 3,6 residuos e 13 atomos [53,54]. Por esse motivo, a estrutura
hélice-a também pode ser representada como hélice-3,613. A estrutura hélice-a
possui um didmetro entre 7 e 10 nm e em rarissimos casos € encontrada em
rotacdo levogira [55,56]. A hélice-310 e a hélice-r sdo estruturas similares em
que a ligacédo de hidrogénio acontece a cada 3 e 4,4 residuos de aminoacidos,
respectivamente [53]. E importante ressaltar que as cadeias laterais se
encontram na direcdo normal ao eixo da estrutura de hélice, como pode ser

observado na Figura 2.7a [57,58].
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Figura 2.7 - Representacdo esquematica da estrutura (a) hélice-a; e folha-f3
(antiparalela) [57,58].

A folha- ocorre quando a cadeia peptidica € disposta de forma linear ao
lado de outras. Devido a ressonéancia, a ligacdo peptidica é relativamente rigida
e, consequentemente, 0s grupos laterais dos aminoacidos se encontram de
forma alternada na cadeia peptidica para minimizar o efeito estérico [46]. Essas
cadeias podem se orientar de forma paralela ou antiparalela, formando uma
estrutura laminar com espessura de 3 a 4 nm, como ilustrado na Figura 2.7b
[55,56].

Por fim, a terceira estrutura secundaria mais comum em proteinas séo as
dobras. As dobras, assim como o nome diz, invertem a direcdo da cadeia
polipeptidica permitindo a ligacao de dois segmentos de hélice ou folha. A dobra-
B € o tipo de dobra mais comum em proteinas e compreende a uma volta de
180° envolvendo 4 residuos de aminoacido. Essa dobra se mantem estavel por
uma ligacao de hidrogénio entre oxigénio da carboxila do primeiro residuo com
o H do grupo amina do quarto residuo. Se o segundo residuo for uma prolina,
tem-se uma dobra-f3 do tipo I, enquanto se o terceiro residuo for uma glicina,
tem-se uma dobra-B do tipo I, como pode ser observado na
Figura 2.8. Geralmente, as dobras sdo localizadas na superficie da proteina com

a presenca de residuos polares e carregados superficiais.
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Dobra-$ do tipo | Dobra-$ do tipo Il

Figura 2.8 - Estruturas de dobras em proteinas. Dobras-p dos tipos | e Il sdo as

mais comuns. Adaptado de [46].

2.3 Precipitacdo de proteinas

Uma etapa importante quando se trabalha com proteinas é a sua
purificacdo. A purificagdo de uma proteina envolve sua separacdo da solucdo
em que ela se encontra e a remocao de possiveis impurezas. Essa etapa so €
possivel devido a diferenca de solubilidade de proteinas individuais. A
precipitacdo seletiva de proteinas € consequéncia direta da interacdo das
cadeias proteicas e as caracteristicas do meio em que se encontram, como pH,
temperatura, concentracdo de ions (forca ibnica), constante dielétrica
(polaridade), entre outros fatores [47].

As estabilidade e conformacéo das proteinas em meio aguoso podem ser
afetadas pelo pH a depender da sua estrutura primaria. O pH da solucao causa
a protonacéo ou desprotonacao de grupos ionizaveis da proteina, o que causa a
mudanca de cargas de suas cadeias. Os pH em que essas mudancgas acontecem
para cada aminoacido estdo detalhados na Figura 2.2. No ponto isoelétrico, a
carga liquida da proteina é nula, o que permite que as moléculas se atraiam e
se precipitem. Este fendbmeno normalmente ocorre em pH baixo, o que significa

que a adicdo de acido pode ocasionar a precipitacdo da proteina [46—48]. Este
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efeito € o mesmo utilizado na producdo de queijo e coalhada, em que as
proteinas do leite sdo coaguladas com a mudanca de pH. A obtencéo da proteina
por esse método é chamada de precipitacao isoelétrica. Uma esquematizagéo
da mudanca de cargas de uma proteina em funcéo do pH esta representada na

Figura 2.9.

&, &
D
@ pi?; 50

(Zwitterion) Carga liquida negativa

Carga liquida positiva

pH

Figura 2.9 - Distribuicdo de cargas de uma proteina em funcéo do pH.

A adicdo de sais a solucao resulta no aumento da for¢a idnica do meio, o
que afeta diretamente a interacdo entre as proteinas e o solvente [59]. Assim, 0
aumento ou a diminuicdo da solubilidade das proteinas pode ser diretamente
controlado pela quantidade de sal adicionado a solugcdo [46]. A adicdo de
pequenas quantidades de sal pode resultar no fendmeno conhecido como salting
in, no qual os poucos ions presentes interagem com as cadeias proteicas,
blindando a interacdo com outras moléculas e aumentando a solubilidade da
proteina [46]. Por outro lado, a adicdo de grande quantidade de sal pode
promover o fendmeno oposto, chamado de salting out. Nesse caso, a elevada
concentracdo de sal aumenta significativamente a forca i6nica do sistema,
resultando na solvatagdo dos ions pela 4gua. Isso faz com que o solvente
abandone as cadeias proteicas, que passam a interagir mais intensamente entre
si, levando a precipitacédo [47]. O salting out pode ser utilizado para precipitar
seletivamente as proteinas quando adicionado quantidades adequadas de sal.
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Sulfato de amonio ((NH4)2SO4) € normalmente o sal de escolha para se precipitar
proteinas [46], porém outros sais podem ser utilizados, como o sulfato de zinco
(ZnS04) [34] e o cloreto de sbédio (NaCl) [33,34]. A Figura 2.10 esquematiza o

efeito de salting in e salting out em fungédo da concentracédo de um sal genérico.

) # Regido hidrofdbica
e fons do sal

O Proteina

s | SO I
BN

Salting out

Solubilidade da proteina

v

Concentracao de sal

Figura 2.10 - Representacdo esquematica da solubilidade de proteinas em

funcdo da concentracéo de sal.

A precipitac@o por solvente organico, por outro lado, é causada devido a
diminuicdo da constante dielétrica do sistema (&r), uma grandeza que, de certa
forma, mede a capacidade de interacdo do solvente com o soluto. De acordo
com a lei de Coulomb, a magnitude de uma forca eletrostatica entre duas cargas
é inversamente proporcional a constante dielétrica do meio. Dessa forma, um
meio de menor & promove uma maior interacdo entre cargas. A agua possuli
constante dielétrica de 80,4 em temperatura de 20 °C e pressao de 1 atm,
enquanto outros solventes organicos possuem valores bem menores, como € o
caso da acetona com constante dielétrica de 19,6 [60]. Assim, a adicdo de um

solvente organico diminui a constante dielétrica da solucéo proteica, que, por sua
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vez, aumenta a interacao entre as superficies carregadas das proteinas [33]. A
maior interacao entre cadeias proteicas causa a sua aglomeracao e precipitacao.

Outros métodos de precipitagdo também podem ser utilizados, como o
aguecimento. Proteinas sao sensiveis a temperatura, sendo facilmente
susceptiveis a mudancas de conformacédo tridimensional que causam sua
precipitacdo [46,48]. Esse tipo de precipitacdo geralmente ndo é empregado pois
a desnaturacdo da proteina geralmente altera suas propriedades fisicas e
quimicas e causa a perda de sua atividade bioldgica.

Crowell et al. (2013) pesquisaram a precipitacdo com acetona ((CH3)2CO)
e cloreto de sodio (NaCl) de diversas proteinas, como a a-caseina e albumina
de soro bovino (BSA) [33]. O estudo demonstrou que o aumento da forga ibnica
da solucédo a partir da adicdo de acetona com pouco NaCl (1 a 100 mM)
aumentou dramaticamente a precipitacdo das proteinas. A quantidade de sal
necessario foi proporcional a quantidade de proteina em solucdo, assim como
sua carga e a constante dielétrica da solucdo. Os pesquisadores aumentaram a
precipitacdo de BSA em solucdo de 80% (v/v) de acetona de 15% para
praticamente uma recuperac¢ao quantitativa (=100%) com o uso de apenas 1 mM
de NaCl. E importante destacar que essa quantidade de sal foi 3 ordens de
grandeza inferior do que a convencionalmente empregada em salting out (3 M).

O fenbmeno descrito acima foi observado por Baghalabadi e Doucette
(2020) para a precipitacao de peptideos de baixa massa molar (<10 kDa) com
solucéo de acetona 80% (v/v) e adicdo de sal [34]. Os peptideos foram obtidos
pela digestdo de proteinas (levedura, salmao e BSA) pelas enzinas tripsina e
pepsina. A adicdo de 100 mM de ZnSOas foi suficiente pera se ter uma
recuperacdo quantitativa de peptideos em solucdo de acetona. Este método
também foi capaz de precipitar moléculas de massa molar tdo pequenas quanto
1 kDa. Portanto, o efeito sinérgico resultante da adicdo de solvente orgéanico e
sal simultaneamente atua como uma ferramenta poderosa para a precipitacéo
de proteinas. Neste trabalho, a precipitacdo com acetona e NaCl foram
empregadas separadamente de forma a avaliar seus potenciais isolados quanto
a eficiéncia no processo de recuperacao da queratina, seus ecoindicadores e as

propriedades dos filmes plasticos obtidos.
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2.4 Penade frango e residuo da industria avicola

Alguns setores industriais produzem grandes quantidades de residuos
ricos em proteina. No Brasil, destaca-se a producao de carne de frango que tem
como subproduto as penas do animal. Cada frango possui aproximadamente
entre 5 e 7% de sua massa em penas [6] que € um tecido composto por
aproximadamente 90% de queratina [32,61,62]. Somente em 2021, foram
produzidas mais de 14 milhf6es de toneladas de carne de frango pela industria
avicola, segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
[63]. A Figura 2.11 mostra a tendéncia de crescimento da producéo de carne de
frango no Brasil desde 1997 até 2021.
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Figura 2.11 - Producéo historica de carne de frango no Brasil. Baseado em
nameros do IBGE 2012 e 2021 [64,65].

O crescimento da producéo de frangos ndo € uma tendéncia exclusiva do
Brasil. De acordo com a Organizacdo das NacOes Unidas para Alimentacao e
Agricultura (FAO), a producdo mundial aumentou de 100 Mt em 2010 para 135
Mt em 2020 [1,2]. Esta tendéncia de crescimento da producdo vem atendendo
uma demanda crescente por proteina animal. O consumo de carne de frango
esta estimado em mais de 150 Mt em 2031 devido ao seu menor custo e alta

razdo proteina/gordura em relacdo a outros produtos [3]. Este crescimento de
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consumo equivalerda a quase metade do crescimento no consumo de carne
mundial no periodo [3]. Devido a abundancia de penas de frango gerada pela
industria avicola, aliado a grande resisténcia quimica e o risco de patdégenos, o
descarte do residuo de pena de frango levanta preocupacdes sérias para a
saude ambiental e humana [4,5].

Os residuos de penas de frango geralmente sédo destinados a aterros
sanitarios ou usinas de incineracdo, no entanto, ambas as op¢fes apresentam
impactos ambientais negativos significativos [31,66]. Atualmente, as principais
industrias de processamento de frango estdo adotando alternativas mais
rentaveis para o reaproveitamento dos residuos de penas. Uma pratica comum
€ a producéo de farinha de pena, em que as penas sdo submetidas a hidrolise e
misturadas a outros subprodutos da industria, como sangue [10,67]. Essa
mistura se torna uma fonte de aminoacidos e peptideos de baixo custo para a
alimentacdo de outros animais, porém a farinha de pena € de baixa
digestibilidade e desbalanceada em nutrientes [31,68]. Existem ainda alguns
estudos sobre a compostagem [32,69] e a producédo de fertilizantes a partir do
residuo de pena [68,70,71] . Assim, o reaproveitamento e valorizacdo das penas
de frango ainda € um tépico em aberto para a industria, sendo necessario buscar
formas inovadoras para reduzir o impacto ambiental negativo decorrente do
descarte das penas de frango.

A retirada das penas de frango é iniciada através do processo de
escaldagem, que consiste em imergir ou aspergir agua morna na carcaca do
animal apés a sangria. Nessa etapa, a agua tem a funcéo de ericar as penas e
permitir que o calor seja transferido aos foliculos, facilitando a remoc¢&o. Em
seguida, o animal é destinado a uma maquina depenadora de aves, em que
dedos de borracha sado usados para remover as penas. Este processo de
remocéao gera um residuo umido de pena normalmente contaminado com outras
estruturas, como detritos de solo, sangue, pele e outros tecidos fragmentados do
animal. A Figura 2.12 mostra uma amostra de residuo de pena de frango

coletado logo apés a sua remocao.



Figura 2.12 - Aparéncia e contaminacdes do residuo industrial de pena de frango

logo apos a sua remocao do animal e primeira lavagem.

Para valorizar as penas de frango, o residuo precisa ser primeiramente
tratado. O pré-tratamento do residuo de pena de frango geralmente envolve 4
etapas: limpeza, desengorduramento, sanitizagdo e trituracdo. As etapas de
limpeza e desengorduramento sdo fundamentais para remover solluveis e
detritos solidos, como particulas de solo, gordura e sangue. Ja a sanitizacao é
essencial para eliminar os micro-organismos presentes no residuo, garantindo a
seguranca de seu manuseio. Por fim, as penas geralmente séo trituradas para
facilitar a compactacdo e manejo do material. A trituracdo é essencial para a
posterior extracdo da queratina, pois um tamanho de particula menor
proporciona uma area superficial especifica maior, o que aumenta o contato com

os reagentes de extracdo. E importante destacar ainda que particulas muito
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pequenas tendem a se aglomerar, dificultando, assim, a extracdo de queratina
[72].

Pourjavaheri et al. (2015) estudaram os efeitos de diversos tipos de pré-
tratamento em pena de frango com o objetivo de reduzir a quantidade de
bactérias e gordura presentes no material [73]. O grupo confirmou que a extracéo
Soxhlet utilizando etanol (CH3sCH2-OH) durante 5 horas foi o
pré-tratamento mais simples e indicado para a remoc¢ao de gordura, destruicdo
de salmonela e menor contagem de outros micro-organismos apoés incubagéo. A
eficiéncia da remocdo de gordura foi comprovada com a técnica de
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) operando
no modo de reflexao total atenuada (ATR). A banda referente ao estiramento da
vibracdo C=0 em 1710 cm, associada a ésteres presentes na gordura,
mostrou-se ausente nos espectros de FTIR-ATR apOs o tratamento. Foi
concluido ainda que a combinacéo de métodos de purificacdo com o surfactante
dodecilsulfato de sédio (SDS, CH3(CH2)11:0S03s'Na*), o oxidante dioxido de cloro
(ClO2) e o solvente etanol obteve resultados de limpeza semelhantes ao pré-
tratamento utilizando apenas etanol. A combinacdo desses pré-tratamentos
ainda resultou em penas com propriedades mecanicas superiores.

O residuo de pena de frango contém diversas impurezas que prejudicam
a homogeneidade do material de trabalho, entretanto as penas de frango por si
s6 também possuem diferencas significativas que deixam o seu estudo ainda
mais complexo. A pena de uma ave é composta por estruturas chamadas de
calamo, raque, barbas e barbulas [73]. O calamo é uma estrutura tubular oca na
base da pena que se insere na pele da ave [24]. A raque € o eixo principal da
pena, a partir do qual partem uma série de ramificac6es conhecidas como barbas
[24]. As barbas, por sua vez, também possuem ramificacbes denominadas
barbulas. As barbulas tém a capacidade de se conectar umas as outras por meio
de pequenos ganchos, garantindo que as barbas figuem entrelacadas e
mantenham o formato caracteristico da pena [74—76].

Cada parte do corpo da ave pode produzir penas com funcbes
especificas. As penas das aves podem ser categorizadas em diferentes tipos:

penas de contorno, plumulas, semiplumas e cerdas. As penas de contorno
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referem-se as penas tipicas que compdem o corpo da ave, incluindo as penas
de voo (rémiges) e as penas da cauda (rectrizes). Por outro lado, as pliumulas
Sao penas pequenas e macias abaixo das penas de contorno e tém a fungéo de
fornecer isolamento térmico. Um tipo especifico de plumula é a filopluma de
funcdo sensorial. As semiplumas também tem papel de isolar termicamente a
ave e sao localizadas entre as penas de contorno e as plumulas. Por fim, as
cerdas sdo penas sem barbas e, assim como as filopluma, também possuem
funcao sensitiva. Os tipos de pena e as denominac¢des de suas estruturas podem

ser vistas na Figura 2.13.
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Figura 2.13 - Tipos de penas e suas estruturas. Imagem adaptada de Baron, J.

R. (2018) [77].

As penas de frango variam ndo somente em formato e subestrutura, mas
também em composicdo de aminoacidos. Emmi-Maria Nuutinen (2017) mediu a
composicdo de aminoacidos de penas de frango inteiras, assim como da raque
e das barbas separadamente [78]. Penas de frango foram hidrolisadas em acido

cloridrico 6 M e analisadas por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC).
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Os resultados encontrados estéo listados na Tabela 2.1 e € possivel observar
que as penas de frango séo ricas em serina, prolina, acido glutamico, cisteina,
leucina e valina, sendo o0s trés primeiros sempre reportados em maior
concentracdo na literatura. A pesquisadora encontrou uma fragdo massica de
8,2 e 9,4% de cisteina para a raque e a barba, respectivamente, valores muito
maiores que a média das proteinas (1,9%, Figura 2.2) [46]. Por outro lado,
tirosina, lisina, histidina e metionina estdo em menor concentracdo. Uma analise
realizada por Harrap e Woods (1964) em penas da asa de um frango da raca
Leghorn (Gallus gallus domesticus) também concluiu uma concentracdo baixa
de triptofano. Esse aminoacido geralmente é quebrado durante a hidrélise acida
e precisa ser medido por outros métodos [79]. A composicéo da pena de frango
mostra uma maior quantidade de aminoacidos apolares do que polares, entre 50
e 60%, o que colabora com a hidrofobicidade da queratina em relacdo a outras
proteinas [80,81]. A alta proporcao de aminoacidos hidrofébicos [78] e geometria
ramificada distinta [82], assim como a presenca de gordura na superficie, tornam
a pena de frango um tecido altamente resistente a agua. A estrutura de barbas
e barbulas minimizam o contato de liquidos com a queratina, aumentando assim
o efeito hidrofébico [83]. Sun et al., 2020 observaram um angulo de contato com
agua de 138° para penas de frango ndo desengorduradas [84].

A raque e as barbas das penas, de maneira simplificada, sdo compostas
pelo cortex e pela medula. O cortex é formado por fibras radiais em sua por¢ao
mais externa e por fibras longitudinais a medida em que se avanca em
profundidade [85]. Estas fibras s&o englobadas por uma matriz amorfa de
queratina. A medula, entretanto, compreende a parte mais interna da pena e é
constituida de estruturas poliédricas preenchidas com ar [74,76]. Esta
composicao, representada na Figura 2.14, faz da pena uma estrutura leve e de
elevada resisténcia a tracéo e flexado, sendo altamente adaptada para suportar

forgcas aerodindmicas e permitir o voo.
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Tabela 2.1 - Teor de aminoacidos das penas de frango e suas subestruturas em

porcentagens proporcionais (% total AA) [36,78].

Aminoécido Pena Raque Barbas
Casos Especiais
Glicina (Gly, G) 6,7 8,2 6,7
Prolina (Pro, P) 10,1 9,7 10,4
Cisteina (Cys, C)°¢ 8,8 8,2 9,4
Grupo R apolar alifatico
Alanina (Ala, A) 3,8 5,8 3,6
Valina (Val, V) 7,3 7,7 7,5
Leucina (Leu, L) 8,4 10,0 8,1
Isoleucina (lle, I) 4,7 3,8 4,7
Metionina (Met, M) 0,6 0,4 0,5
Grupo R aromaético

Fenilalanina (Phe, F) 5,3 5,5 5,3
Tirosina (Tyr, Y)° 2,4 1,6 2,3

Triptofano (Trp, W) - - -
Grupo R polar ndo carregado
Serina (Ser, S) 12,7 12,3 12,7
Treonina (Thr, T) 4,6 4,0 4,7
Asparagina (Asn, N) - - -
Glutamina (GlIn, Q) - - -
Grupo R carregado positivamente

Lisina (Lys, K) 1,2 0,6 0,9
Histidina (His, H) 0,5 0,3 0,4
Arginina (Arg, R) 6,6 5,8 6,4

Grupo R carregado negativamente
Aspartato (Asp, D)2 6,1 6,5 6,2
Glutamato (Glu, E)? 10,4 9,6 10,3

a Asparagina e glutamina sao convertidas em acido aspartico e acido glutamico, respectivamente;
b Triptofano é completamente destruido durante a hidrélise acida;
¢ Metionina, cisteina e tirosina sofrem degradagéo parcial.

Essa estrutura compacta de fibras também contribui para a resisténcia
guimica da pena de frango, pois o solvente tem dificuldade de penetrar na
microestrutura do material. Embora a pena de frango possua maior fracdo de
folha-B, a estrutura de hélice-a ainda pode ser encontrada em algumas regioes

da pena, principalmente nas fibras das barbas e das barbulas [9].
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Figura 2.14 - Visdo esquematica da microestrutura e morfologia da pena de
frango [74,86].

2.5 Queratina

A queratina é uma proteina fibrosa rica em residuos de cisteina em
comparacdo com outras proteinas [87]. Estes residuos séo facilmente oxidados
em cistina, residuos que contém uma ligacdo dissulfeto que atua como ligacao
cruzada intramolecular ou intermolecular [24]. Essas ligacOes dissulfeto aliadas
as ligacdes de hidrogénio, interacbes de van der Waals e ibnicas sao
responsaveis pela elevada estabilidade quimica e resisténcia mecéanica da
gueratina [13,51,62]. Essas interacOes estdo esquematizadas na Figura 2.15.

A queratina é encontrada em animais e comp8em diversas estruturas do
organismo, geralmente tecidos externos como pelos, penas, unhas, chifres,
cascos, escamas, entre outros [24,55,88,89]. Dependendo de sua origem, esta
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macromolécula apresenta variacdes significativas em diversos aspectos, como
a composicado de aminoacidos e estrutura secundaria. Essas variagées conferem
a queratina uma ampla gama de fun¢des, desde o alto isolamento térmico de

pelos e penas [27] até a elevada absorcdo de impacto de cascos e chifres [76].

Ligacdo de hidrogénio

Interagé&o ibnica

Interagdo hidrofobica
CH; HiC

Cadeia proteica

Figura 2.15 - Exemplos de interacdo quimica presente na queratina.

Além das diversas interacdes quimicas da queratina, 0s materiais
gueratinosos geralmente sao altamente reticulados e organizados em uma
estrutura compacta de microfibrila [32]. Essas microfibrilas sdo formadas por
diversos filamentos intermediarios compostos de estruturas hélice-a ou folha-8
organizadas, como esquematizado na Figura 2.16. Esta configuracdo permite
uma elevada resisténcia a solubilizacdo da queratina por acidos ou bases fracos
e diversos solventes organicos [13,32]. Portanto, para se solubilizar esta
proteina, € necessario quebrar a estrutura compacta de fibras e romper as
interacoes fisicas e ligagbes quimicas entre as cadeias peptidicas, incluindo as

ligacdes dissulfeto.

2.6 Metodologias de extracdo de queratina

Estudos sobre a extracdo de queratina ndo sdo recentes. Ap0s um
progresso significativo na década de 1950, quando as queratinas soluveis de la

de ovelha e pena de frango foram isoladas com sucesso, houve um aumento no
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namero de pesquisas, sendo desenvolvidos varios métodos para se obter essa

proteina tdo versétil [79]. Os métodos quimicos sdo os mais explorados na

literatura, em especial a extracdo por meio da reducédo, oxidacao e sulfitlise da

ligacdo dissulfeto, ou ainda a hidrélise alcalina da cadeia peptidica.
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Figura 2.16 - Evolucdo da microestrutura dos tecidos de queratina desde a

escala atomica até a formacao de filamentos intermediarios [90].

No método de reducéo, as ligacdes dissulfeto sédo quebradas em residuos

de cisteina a partir de um agente redutor, sendo normalmente um composto

contendo um grupo sulfidrila [91], como esquematizado genericamente na Figura
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2.17. Para permitir a entrada do agente redutor, o método de reducédo geralmente
é realizado em solu¢des concentradas de ureia, acima de 4 M [92]. A ureia é um
agente desnaturante de proteina e atua diretamente na quebra das ligacdes de
hidrogénio, permitindo o inchamento da queratina e a difusdo do agente redutor
em sua estrutura fibrilar [13,17]. Outros agentes desnaturantes também ja foram
utilizados para se extrair queratina, como tioureia (CH4N2S) [21,93] e cloreto de
guanidina (CHsN3s-HCI) [89,93].
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Figura 2.17 - Reacdo genérica da reducgéo da ligagdo dissulfeto.

O acido tioglicolico (HSCH2COOH) e o 2-mercaptoetanol (HOCH2CH2SH)
foram reagentes redutores historicamente utilizados para se extrair queratina
[94,95]. Sulfeto de sbédio (NazS) também foi amplamente empregado para se
quebrar ligacbes dissulfeto [9,96,97], principalmente na remocao de pelos no
curtimento do couro [98]. Entretanto, esses reagentes sdo caros e/ou altamente
toxicos e corrosivos, o que incentivou a procura de novas tecnologias mais
amigaveis ao meio ambiente [99]. O desenvolvimento de uma metodologia
recente foi o uso do proprio aminoacido L-cisteina como agente redutor [61,99].
Além de ter baixo custo, a L-cisteina ndo quebra a cadeia peptidica da proteina.

A reacao da queratina com o reagente contendo o grupo sulfidrila resulta
na conversao de residuos de cistina em residuos de cisteina. Apos a quebra das
ligacOes dissulfeto, muitos autores denominam o produto como querateina. Os
residuos de cisteina podem ser facilmente convertidos novamente em cistina na
auséncia do redutor e desnaturante, o que causa a perda de solubilidade e,
possivelmente, a precipitacdo da proteina. Surfactantes, como o dodecilsulfato

de sodio, séo utilizados para prevenir a reoxidacédo dos residuos de cisteina e
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estabilizar as cadeias de queratina, principalmente quando se utilizada uma
recuperacao por didlise [100]. Outra maneira de se evitar a reoxidacao do grupo
sulfidrila, embora ndo muito utilizada, é a modificacdo quimica com substancias
como o acido iodoacético, iodoacetamida e N-etilmaleimida [94,101]. Além disso,
o grupo sulfidrila também se reoxida com facilidade em presenca de ar. Por esse
motivo, muitos pesquisadores utilizam um géas inerte, normalmente gas
nitrogénio (N2), como substituto do ar durante a extracdo [92,100,102]. Porém,
esse procedimento, além de mais complexo, envolve equipamentos mais
sofisticados e ndo evita a auto-oxidacdo causada por tracos de impurezas na
solucéo. Infelizmente, o resultado desta pratica € amostras de queratina soltvel
com composig¢des inconsistentes [13].

Wang et al. (2016) extraiu queratina de 1& de ovelha utilizando uma
solucéo de 0,165 M de L-cisteina e 8 M de ureia em pH de 10,5 por 5 horas em
temperatura de 75 °C [99]. A proteina foi isolada por didlise seguido de
precipitacdo isoelétrica e liofilizacdo do precipitado, recuperando em torno de
72% de queratina sem alteracdo significativa de massa molar. Os autores
observaram uma mudanca nas fracfes de estruturas secundarias da queratina,
com perda hélice-a e ganho de folha-B3. Durante a extracdo, a estrutura hélice-a
é destruida e néo recuperada ap0s a precipitacao.

Pourjavaheri, et al. (2019) utilizou um procedimento muito semelhante
para se extrair queratina de pena de frango [9]. A mesma solucao foi utilizada
para solubilizar a pena por 6 horas em temperatura de 40 °C. A queratina foi
precipitada com HCI, lavada com agua e secada em estufa. Os pesquisadores
obtiveram um rendimento de 66% de queratina com massa molar preservada.
Entretanto, andlises termogravimétricas mostraram que a queratina apresentou
uma perda de massa adicional antes da temperatura de degradacéo da proteina.
Essa perda de massa foi atribuida a impureza de ureia incorporada na queratina,
mesmo apos a sua lavagem.

A extracdo da queratina também pode ser realizada por meio de
processos oxidativos, em que os residuos de cistina sdo oxidados em grupos
sulfénicos (-SOsH), ou seja, um residuo de acido cisteico, como demonstrado

na Figura 2.18 [103-105]. Alguns autores mencionam que a oxidacao da ligacéo
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dissulfeto ocorre com a formacdo de grupos sulfénicos (-SOH) e sulfinicos
(-SO2H) como intermediarios [106—-108]. Os reagentes mais empregados para
se oxidar as ligacdes dissulfeto sdo peroxido de hidrogénio (H202), acido
peracético (CHzCOO-0OH), acido performico (HCOO-OH), hipoclorito de sodio
(NaClO) e permanganato de potassio (KMnOa4) [29,32,109]. O produto da reagéo
de oxidacdo é denominado queratose, uma macromolécula mais polar do que a
querateina devido a presenca dos grupos sulfénicos [32]. Além disso, a oxidacao
da cistina é considerada uma reacao irreversivel [110,111]. Os grupos sulfénicos
sao estaveis em agua, o que significa que a queratina tem mais facilidade de se
manter solUvel, ndo necessitando assim da adicdo de surfactante, como € o caso

do método de reducéo.
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Figura 2.18 - Reagéo genérica de oxidacdo da ligacdo dissulfeto.

As extragBes de queratina por oxidacdo datam desde a década de 50,
quando Earland e Knight (1955) oxidaram |& de ovelha com acido peracético na
concentracédo de 2% (v/v) por 30 horas a 18 °C, seguido da solubilizacdo em
solucdo branda de 0,2 N de aménio (NH4OH) [112]. Esta metodologia foi
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baseada em trabalhos anteriores sobre insulina, hormoénio que contém cisteina,
0s quais demonstraram que o acido peracético ataca os residuos de cisteina de
forma especifica. Em 1977, Buchanan extraiu queratina de cabelo pelo método
oxidativo [113]. Foi empregado uma solucdo de &cido performico na
concentracédo de 2,5% (v/v) a 4 °C por 18 horas. Este método foi capaz de extrair
apenas 6% de queratina.

De maneira geral, as extracbes de oxidacdo demandam longos periodos
de reacdo para solubilizar uma pequena quantidade de queratina soluvel. Nos
estudos de Sierpinski et al. (2008) com cabelo, os autores afirmam que o uso
exclusivo do agente oxidante permite apenas o inchamento da camada mais
externa do tecido queratinoso (cuticula) e a conversao das ligacdes dissulfeto
presentes no interior (medula) [114]. Contudo, essa conversao isoladamente ndo
€ capaz de solubilizar completamente a queratina. Alguns trabalhos utilizam o
auxilio de uma solucdo alcalina para aumentar o rendimento da reacao
[113,115], entretanto € necessario tomar cuidado com a concentracdo para néo
ocorrer a diminuicao significativa da massa molar da queratina. Utilizando uma
solucédo de acido peracético concentrada (24% v/v) por 48 horas seguido de
solubilizacdo em solucédo de TRIS na concentracdo de 100 mM, Shavandi et al.
(2017) atingiu rendimentos de até 55% de queratina solavel com cadeia
polimérica preservada [115]. E importante ressaltar que, assim como os agentes
redutores, a maioria dos agentes oxidantes sdo toxicos e perigosos de se
trabalhar em grande volume. Outro ponto de destaque referente a queratina é
que a oxidacdo do material também pode ocorrer naturalmente, por exposi¢ao a
radiacéo ultravioleta (UV), por exemplo [116].

A reacdo de sulfitdlise é a quebra da ligacdo dissulfeto da proteina e a
formacdo de um residuo de cisteina (querateina) e um residuo de
S-sulfocisteina, ou sal de Bunte (-S-SOs), como representado na
Figura 2.19 [117]. O produto da sulfitélise da queratina & normalmente
denominado de S-sulfoqueratina (S-sulfo keratin), em referéncia ao residuo de
cisteina sulfonado [118]. Essa queratina ainda apresenta solubilidade instavel
devido a presenca de grupos sulfidrilas reativos que néo foram oxidados. Tais

grupos podem se reoxidar novamente em ligacdes cruzadas, permitindo a
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aglomeracdo das cadeias de queratina. Dessa forma, muitos artigos ainda
utilizam um surfactante para estabilizar a proteina em solucao durante a extracédo

e recuperagao.
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Figura 2.19 - Reacao genérica de sulfitélise da ligacao dissulfeto.

Katoh et al. (2004) extrairam queratina de 1a de ovelha utilizando uma
solucéo de 0,5 M de metabissulfito de sédio, 8 M de ureia e 0,06 M de SDS [118].
Embora a extracao tenha sido realizada em alta temperatura (100°C), foi utilizado
um tempo relativamente curto de 30 minutos, o qual permitiu a obtencdo de
gueratina praticamente preservada. Esta queratina foi utilizada para se produzir
scaffolds através de prensagem a quente em temperatura de 140 °C e pressao
méaxima de 20 MPa por 10 min. As esponjas se mostraram insolUveis em agua,
caracteristica desejavel em diversos plasticos biodegradaveis de fonte natural,
como aqueles a base de amido e pectina.

Queratina de pena de frango foi extraida por Ayutthaya et al. (2015) por
meio da sulfitélise utilizando uma solucdo de metabissulfito de sodio, 8 M de
ureia e 0,06 M de SDS a 65 °C por 5 horas [30]. A recuperacéo foi feita em 3
dias por didlise, seguido de liofilizacdo. Os pesquisadores obtiveram um
rendimento maximo de 87.6% para uma concentracdo de 0,2 M de agente
redutor. Entretanto, esse rendimento caiu para 60,2% com o0 aumento da
concentracéo para 0,5 M. A queda de rendimento foi justificada pela quebra da
cadeia peptidica pela maior concentracdo de metabissulfito de sodio, o que
permitiu que moléculas menores permeassem a membrana de dialise. Para
referéncia foi utilizado uma manta de dialise com corte de massa molar (MWCO)

entre 6 e 8 kDa, 0 que a principio seria menor que a massa molar da pena de
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frango que se encontra entre 10 e 20 kDa. E importante ressaltar que o
rendimento maximo obtido € extremamente relevante quando comparado a
outras extracdes, desde que a cadeia da proteina seja preservada.

Sinkiewicz et al. (2017) obtiveram um rendimento semelhante de 62,9%
utilizando a mesma solucédo de 0,5 M de agente redutor, porém em temperatura
de 50 °C durante 2 horas e recuperando com uma manta menos permeavel entre
3,5 e 5 kDa [32]. Em outras palavras, extraindo a queratina em menor
temperatura e tempo e recuperando de forma mais rigorosa néo contribuiu para
o aumento do rendimento. Desta forma, a reducdo de massa molar esta
diretamente relacionada a concentracdo de agente redutor, e a proteina
fragmentada teria massa molar inferior a 3,5 kDa.

Diferentemente das outras reacdes, a hidrélise alcalina solubiliza a
gueratina a partir da quebra ndo somente das ligacfes dissulfeto, mas também
da cadeia peptidica. Nagai e Nishikawa (1970) estudaram a hidrélise alcalina da
pena de frango em 90 °C por 30 minutos utilizando uma solugéo diluida de
hidroxido de sédio (0,1 M) [119]. Foi dissolvido cerca de 97% da massa inicial de
pena, porém metade da queratina se degradou em aminoécidos livres.

Com o intuito de extrair queratina menos hidrolisada, Dgbrowska et al.
(2021) estudaram o efeito da agitacdo, tempo e concentracdo de hidréxido de
sédio na dissolucdo de pena de frango a temperatura ambiente [10]. Foi
constatado que apenas a concentracdo de alcali teve uma forte influéncia na
extracdo. Embora as condi¢cbes tenham sido brandas, grande parte da queratina
ainda foi degradada, obtendo proteina de baixa massa molar. Devido a sua
massa molar menor e formacdo de peptideos e aminoacidos, a queratina
hidrolisada é mais indicada para a fabricacdo de produtos como cosméticos
[120,121] e fertilizantes ricos em carbono e nitrogénio [70,122]. E importante
ressaltar ainda que é necessario a neutralizacdo da solucéo basica antes de seu
descarte.

Os efeitos de diversos métodos quimicos no rendimento e qualidade da
gueratina foram estudados por Shavandi et al. (2017) [123]. Assim como
esperado, a hidrolise alcalina deteriorou a massa molar da queratina que acabou

escapando da manta de dialise com MWCO entre 12 e 14 kDa, obtendo
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rendimento reduzido de 25%. Por outro lado, as extracdes por reducdo e
sulfitélise produziram queratina com a cadeia peptidica essencialmente
conservada em rendimentos de 53 e 41%, respectivamente. O método oxidativo
resultou na extracdo de queratina com alta massa molar, porém com baixo
rendimento de 5%, o que possivelmente inviabilizaria a escalabilidade desse
método.

Métodos quimicos utilizando liquidos ibnicos, como o cloreto de
1-butil-3-metilimidazélio ([BMIM]*CI) [84,124,125], e solventes eutéticos
profundos (DES), como a mistura de ureia e cloreto de colina [14,66,126],
também séo reportados na literatura. Além desses métodos quimicos, alguns
autores também exploraram métodos fisicos, fisico-quimicos e biolégicos, como
exploséo a vapor [80], extracdo auxiliada por micro-ondas [26,127], degradacgéo
por micro-organismos [81,128] e  hidrolise enzimatica [129-131].
Independentemente do método utilizado, o rendimento da extracéo vai depender
principalmente do pH, temperatura e tempo de reacdo, além do tipo e
concentracdo de reagente [32]. Alguns métodos sdo mais indicados para a
obtencédo de queratina com cadeia preservada, como é o caso da reducao ou
sulfitélise branda, enquanto outros sdo mais indicados para a obtencédo de
aminoacidos e peptideos livres, como a hidrélise alcalina e enzimética.

O método de extracdo de queratina é fundamental para a producéo de
filmes poliméricos, pois as propriedades fisico-quimicas da queratina extraida
serdo distintas [32,123]. Métodos exclusivamente redutores permitem a
reoxidacdo dos grupos sulfidrilas em ligagbes cruzadas, enquanto métodos
oxidativos aumentam a quantidade de grupos polares na queratina, aumentando
sua hidrofilicidade. Muitos métodos, em especial a hidrélise alcalina, séo
prejudiciais a integridade da macromolécula, pois reduzem a massa molar da
proteina. Tais caracteristicas sdo essenciais quando se trata da producao de
filmes de queratina pois tém influéncia direta nas propriedades do material, como

resisténcia mecanica e estabilidade em contato com agua.
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2.7 Filmes biodegradaveis de queratina

Pesquisas tém demonstrado a viabilidade de processar queratina de
penas de frango em filmes plasticos por diversos métodos. Este topico é
dedicado as publicacdes relacionadas aos filmes biodegradaveis produzidos a
partir da queratina.

O processamento de filmes de queratina pode ser realizado tanto por
casting de solucdo quanto por processamentos tipicos de polimeros
termoplasticos, porém dentro de suas limitacfes. Queratinas precipitadas sao
insoliveis e, portanto, necessitariam ser resolubilizadas para serem
processadas por casting. Por outro lado, a solubilidade da queratina ndo tem
tanta importancia na termo-prensagem ou extrusdo, além de estes
processamentos permitirem a producdo de filmes em maior escala e com
propriedades mecanicas e resisténcia a agua elevadas. Estas propriedades sdo
cruciais para diversas aplicacdes e, de certa forma, sdo raras para materiais
naturais de fonte renovavel, como € o caso de proteinas e polissacarideos.

Filmes de queratina possuem propriedades mecanicas comparaveis a
filmes biodegradaveis produzidos com outros polimeros naturais. Alguns
exemplos de propriedades mecéanicas de diferentes composi¢cdes de filme de
gueratina sdo mostrados na Tabela 2.2. Moore et al. (2006) extrairam queratina
de penas de frango a partir do processo de redugédo com uma solucéo de 1,63
M de 2-mercaptoetanol, 7,87 M de ureia, 0,26 M de SDS e 0,2 M de cloridrato de
tris-(hidroximetil)-aminometano (TRIS-HCI) por 1 hora em atmosfera de Nz a
50°C e pH 9 [132]. O extrato de proteina foi dialisado por 3 dias e a concentracdo
de proteina foi corrigida para 70 g/L. Glicerol foi adicionado na solucao para se
obter uma concentracdo de até 9% em massa de queratina, sendo entdo
distribuido em molde por casting de solugédo e seco em temperatura ambiente.
Os filmes sem glicerol obtiveram resisténcia a tracdo de 16,6 £ 55 MPa e
alongamento na ruptura de 1,7 £ 0,2%. O grupo observou que o aumento do teor
de glicerol aumentou o alongamento na ruptura dos filmes, atingindo um maximo
de 31,9 = 4,5% para o filme com 9% de plastificante. Entretanto, essa adi¢cdo de
glicerol reduziu tanto a resisténcia a tracdo em 31,9% quanto o modulo de

elasticidade do filme para 20 MPa.



35

Tabela 2.2 - Propriedades mecanicas de alguns filmes de queratina.

Processamento Plastificante o (MPa) € (%) E (MPa) Ref.
Reducéo de - 51+£0,2 16,3+2, 125+23 [102]
pena de frango 0
e casting de 2% sorbitol 34+05 528+5,6 28+8 [102]
bancada

30% sorbitol 0,5+0,0 31,7+3,5 3+x0 [102]

Reducao de - 16,6 £55 1,7+0,2 10,2+7,1 [132]
pena de frango
e casting de 3% glicerol 76+06 138+24 21+£0,6 [132]

bancada
9% glicerol 20+0,2 319+45 0,2+0,0 [132]
Reducao de 20% glicerol 10,5+1,3 40,5+3,0 - [62]
pena de frango
e termo- 35% glicerol 7,8+1,7 63,8+4,5 - [62]
prensagem
40% glicerol 5,7+0,5 43,6+2,0 - [62]
Reducéo de - 101 +15 10,9+29 - [133]
|& de ovelha e
fiacdo Umida

Martelli et al. (2006) [102] extrairam queratina de penas de frango pelo
mesmo procedimento anterior, porém foram produzidos filmes de queratina com
a adicdo de até 30% em massa de sorbitol [132]. Os filmes puros obtiveram 5,1
MPa de resisténcia a tracdo, 16,3 % de alongamento na ruptura e 125 MPa de
moédulo de elasticidade. A adigdo de sorbitol em baixa concentracdo, 2% em
massa de queratina, mais que triplicou o valor de alongamento na ruptura,
indicando que o sorbitol também é um bom plastificante para a queratina.
Entretanto, o aumento da concentragdo de sorbitol acima de 2% diminuiu
progressivamente todas as propriedades mecanicas dos filmes, sugerindo uma
saturacao de plastificante no sistema.

Embora o casting de solugdo seja o método mais empregado para se
produzir filmes de queratina, a evaporacdo do solvente € lenta e o método
necessita que a proteina seja completamente soluvel, limitando o seu uso para
certas metodologias de extracdo e recuperacdo. Alternativamente, alguns

pesquisadores processaram a queratina por termo-prensagem. Esse é um
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processamento tradicional aplicado em polimeros, tanto para termoplasticos
quanto para elastbmeros. A termo-prensagem consiste na aplicacdo de
temperatura e pressao sobre um material termoplastico carregado em um molde.
A temperatura e a pressao permitem a plastificacdo, escoamento e conformacéo
do material em diversas geometrias [134].

Uma das vantagens de se utilizar a termo-prensagem é a capacidade de
processar materiais de alta viscosidade, ou ainda permitir que reacdes, como a
formacdo de ligagbes cruzadas, ocorram em altas temperaturas sem
comprometer a conformacéo. Outra peculiaridade desse processamento € nao
exigir altos custos de equipamentos e ferramentas em comparacdo com outros
métodos, como a extrusao e injecdo. Embora tenha maior produtividade que o
casting convencional, a termo-prensagem ainda € um processo mais lento em
comparacao com os meétodos de extrusao e injecao e pode nao ser tado preciso
para pecas com detalhes mais complexos [135].

Barone et al. (2005) fizeram a prensagem a quente de penas de frango in
natura com e sem glicerol [35]. Os filmes foram formados com compresséao entre
7 e 16 MPa a 160 °C variando o tempo entre 2 e 8 minutos. Os pesquisadores
concluiram que filmes puros de pena de frango se demonstraram frageis
mecanicamente. De forma semelhante, a composicdo de 15% mostrou vestigios
de pena, resultando em defeitos visuais no filme. Filmes com concentracédo de
glicerol igual ou superior a 50% nao ficaram coesos, apresentando buracos.
Além disso, o glicerol exsudou ap6s 12 horas quando adicionado em teores
iguais ou maiores que 30%. Este estudo demonstrou que, embora os filmes
possuam defeitos e problemas de compatibilidade, é possivel processar
termicamente a pena de frango sem necessariamente extrair a queratina.

Katoh et al (2004) estudou a moldagem por compresséo de queratina de
|& de ovelha extraida por sulfitélise. A proteina foi obtida com uma solucéao de
metabissulfito de sodio (0,526 M), ureia (8 M), e SDS (0,173 M) a 100 °C por 30
minutos. A queratina foi misturada com uma solucdo de alcool 90% em razdo
massica de 1:1 e, entdo, prensada em filmes transparentes por 5 min a 5 MPa
seguido de 5 min a 10 MPa. Temperaturas de processamento inferiores a 80 °C

produziram filmes pouco manuseaveis, julgando pela sua menor resisténcia
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mecanica. O aumento da temperatura do molde até 120 °C aumentou a
resisténcia mecanica do filme em umidade relativa de 65%, atingindo valores
méaximos de 27,8 MPa e 1,2 GPa de resisténcia a tracdo e mdodulo elastico,
respectivamente. Como nenhum plastificante foi adicionado a mistura, todas as
composi¢cdes se demonstraram extremamente frageis, com alongamento na
ruptura menor que 5%. A partir de 120 °C, os filmes de queratina sofreram
degradacdo térmica, apresentando uma cor amarelada forte e vazios que
afetaram negativamente as propriedades mecanicas e qualidade visual.

Dou e colaboradores (2015) também processaram queratina por
termo-prensagem, sendo a proteina extraida por reducdo com sulfeto de sodio
(0,34 M), ureia (7 M) e SDS (0,0023 M) [62]. Filmes com concentracdes de 20 a
40% de glicerol por massa de queratina foram prensados com pressao de 10
MPa por 6 min a 130 °C. O filme com concentracdo de 20% de glicerol teve a
maior resisténcia a tracdo de 10,5 MPa caindo para 5,7 MPa com o aumento de
glicerol para 40%. Os pesquisadores também observaram o fenémeno de
exsudacao de glicerol na superficie do filme para concentracfes de 40%.

As propriedades mecanicas de filmes de queratina extraida de 1a de
ovelha com liquido iénico ([BMIM]*CI) também foram avaliadas [36]. Os filmes
foram plastificados com 50% de glicerol em massa de proteina e processados a
120 °C com pressao de 10 MPa por 5 min. Foi identificado uma queda de massa
molar para altas temperaturas de extracdo (180 °C), gerando um material com
distribuicdo de massa molar (MWD) maior e perda de residuos de cisteina.
Consequentemente, o filme dessa queratina apresentou baixa resisténcia a
tracdo e maior alongamento na ruptura. Além disso, imagens de microscopia
eletrbnica comprovaram que as amostras tiveram microestrutura bifasica, uma
rica em queratina e a outra em glicerol.

Outros pesquisadores também avaliaram o comportamento da resisténcia
mecanica de filmes de queratina com adicdo de &cido citrico. Ramirez e
colaboradores (2017) [136] desenvolveram filmes de queratina plastificados com
40% em massa de &cido citrico por casting de solucdo convencional. A queratina
foi extraida de |& de ovelha por sulfitolise utilizando solu¢do de metabissulfito de
sodio (0,5 M) e ureia (8 M) a 65 °C por 2 horas, sendo recuperada por dialise por
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3 dias seguido de liofilizacdo. Estes filmes demonstraram elevadissimo
alongamento na ruptura, 646%, porém com baixissima resisténcia a tracao, 0,28
MPa. O alto grau de alongamento foi associado a maior quantidade de queratina
com estrutura de hélice-a, comum em Ia, mas que normalmente € perdida apos
a extracdo. Entretanto, tratamentos térmicos entre 80 e 120 °C aumentaram a
resisténcia a tracdo dos filmes em até 5 vezes, reduzindo o alongamento na
mesma propor¢ao. Este efeito foi explicado pela reticulagcdo da queratina com o
acido citrico em temperatura elevada. Os filmes eram insollveis em agua, porém
uma perda de massa foi observada apds 2 h de imersdo em agua, sendo
atribuida majoritariamente ao acido citrico livre no filme.

A revisdo da literatura apresentada denota um interesse evidente no
desenvolvimento de novos materiais a base de queratina, visto a difusdo de
estudos que aplicam esta proteina em diversas areas. Contudo, sao
necessarias mais investigacées sobre métodos de extracdo de queratina que
sejam eficientes e com minima degradacdo da proteina. E notado ainda uma
dependéncia da dialise na purificacdo de queratina, uma metodologia com
limitacdo de produtividade que envolve membranas de alto custo.
Adicionalmente, a literatura ainda ndo apresentou estudos sobre a avaliacdo dos
efeitos da precipitacdo nas diferentes caracteristicas da queratina, como massa
molar, polidispersividade, morfologia, cristalinidade e hidrofobicidade. Estas
guestdes sdo cruciais para o desenvolvimento de novos materiais a base de
gueratina com propriedades apropriadas para as mais diversas aplicacdes.

E esperado que esta tese de doutorado preencha a lacuna de
conhecimento sobre a precipitacdo da queratina por diferentes métodos,
especialmente quando realizada diretamente em solucdo concentrada de ureia.
O estudo almeja contribuir para o desenvolvimento de métodos mais eficientes
de recuperacdo e processamento dessa proteina versatil e promissora. A
motivagdo dessa tese foi valorizar um residuo altamente abundante da
agroindustria do Brasil — as penas de frango. Foram explorados novos métodos
de precipitacdo de queratina, visando produzir plasticos biodegradaveis a partir
de uma metodologia rapida, acessivel e de impacto ambiental reduzido. Esta

tese de doutorado se insere na pesquisa e desenvolvimento tecnoldgico de
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materiais sustentaveis, uma vez que se preza pelo reaproveitamento e
valorizacdo de residuos industriais por meio de técnicas inovadoras dentro da
area de estudo. Nas proximas secOes, serdo detalhados os objetivos e as
estratégias adotadas para a extragdo, precipitacdo e processamento da
gueratina, assim como as analises quimicas, estruturais e morfologicas, bem

como o0s ensaios das propriedades dos filmes plasticos produzidos.
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi extrair queratina da pena de frango por

meio da sulfitélise e aplicar diversos métodos de precipitacdo de proteina,

produzir filmes termoplasticos de queratina por termo-prensagem e avaliar o

efeito dos precipitantes nas propriedades dos filmes. Foram tracados os

seguintes objetivos especificos:

X/
°

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Avaliar o efeito do agente de precipitacdo na recuperacdo de queratina
diretamente da solucéo de sulfitdlise;

Caracterizar as queratinas obtidas por precipitacdo quanto a composicao,

massa molar e estrutura cristalina;

Identificar os gargalos ambientais do ciclo de vida da producdo de

queratina por sulfitélise e precipitacao;

Estudar a reducédo dos impactos ambientais do ciclo de vida a partir da

reciclagem de acetona;

Preparar filmes de queratina por termo-prensagem e caracterizar sua

morfologia e estrutura cristalina,;

Avaliar os impactos dos métodos de precipitacdo nas propriedades
mecanicas e 6ticas dos filmes de queratina, assim como sua estabilidade

em agua.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

O residuo de penas de frango brancas (Gallus gallus domesticus) foi
fornecido por um abatedouro local (Pirangi, SP, Brasil). O &cido citrico anidro
(CeHsO7) foi adquirido da ACS Cientifica, enquanto acetona (C3sHsO), etanol
(C2HsOH), glicerol (CsHsOs3), acido cloridrico (HCI), cloreto de sédio (NacCl),
hipoclorito de sodio (NaClO), metabissulfito de sddio (Na2S20s) e ureia (CH4N20)
foram adquiridos da Synth. Todos os reagentes eram de grau analitico e
utilizados conforme recebidos. Agua ultrapura (p = 18,2 MQ/cm) foi obtida
utilizando um sistema de purificagdo Barnstead Nanopure Diamond (Thermo
Fisher Scientific Inc., EUA).

4.2  Pré-tratamento do residuo de pena de frango

A limpeza e esterilizacdo dos residuos de penas de frango foram
realizadas a partir de métodos previamente reportados na literatura com algumas
modificacdes [8,73,137]. Inicialmente, as penas foram submetidas a um
processo de lavagem utilizando dgua para remover qualquer matéria soltvel e
detritos. Em seguida, os residuos de penas foram imersos em uma solucao de
NaClO com concentragdo de 0,1% (m/m) por 30 minutos, com o objetivo de
eliminar patégenos. Para garantir uma sanitizacao completa e remover qualquer
gordura, as penas foram imersas em etanol puro por 30 min apds passarem por
mais uma rodada de lavagem para remover o NaClO. Por fim, as penas de frango
limpas (CCF) foram secadas a uma temperatura de 60 °C e entdo moidas

usando um moinho Wiley (Solab Cientifica Ltda., Brasil).

4.3 Extracdo de queratina por sulfitdlise

A extragdo de queratina foi realizada por meio da sulfitdlise com base nas
condicbes descritas na literatura [26,30]; no entanto, as condi¢cdes foram
ajustadas para obter o rendimento mais alto possivel sem causar danos a
estrutura primaria da proteina. O metabissulfito de sédio foi utilizado por ser um

agente redutor de baixo custo e menos prejudicial ao meio ambiente e saude
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humana do que outros agentes redutores, como o 2-mercaptoetanol [31,32]. O
uso de surfactante foi evitado, pois seu emprego permitiria a formacao de
complexos proteina-surfactante que dificultaria a precipitacdo da queratina
[100,133,138].

50 gramas de CCF foram imersas em 1 L de uma solucdo aquosa
contendo 8 M de ureia e 0,2 M de Na2S20s5 a 65 °C e pH 6,5 por 2 horas. A
mistura foi filtrada usando uma malha de aco inoxidavel e centrifugada a 10000
RCF por 10 minutos para eliminar qualquer residuo de pena néo dissolvido. O

sobrenadante foi coletado e utilizado para precipitar a queratina.

4.4  Precipitacéo de queratina

A precipitagdo da queratina foi realizada diluindo o sobrenadante e
utilizando diferentes agentes precipitantes: &cido cloridrico (KHA), acido citrico
(KCA), cloreto de sédio (KSC) e acetona (KAT). As precipitacdes isoelétricas
foram realizadas ajustando o pH da solugéo para o ponto isoelétrico (pH 3,5 -
4,0) utilizando HCI ou &cido citrico. O salting out foi feito a partir da adicdo de
NaCl até uma concentracdo de 5% (m/v) (~0,86 M). Tanto a precipitacdo
isoelétrica quanto o salting out foram realizados ap6s uma diluicdo de 3 vezes
com agua ultrapura. A precipitacdo com solvente organico foi realizada
adicionando acetona até uma concentracao final de acetona de 75% (v/v), o que
equivale a uma diluicdo da solucéo de sulfitélise com 3 volumes de solvente. As
solucBes foram, entdo, deixadas em repouso por 30 minutos, centrifugadas a
10000 RCF por 10 minutos, lavadas duas vezes com agua ultrapura utilizando o
mesmo ciclo de centrifugacao e liofilizadas até completa secagem. As queratinas
precipitadas foram guardadas em dessecador contendo silica gel até o momento
de seu processamento.

A decisao de utilizar cloreto de sodio no salting out da queratina foi
baseada na facilidade de escalonamento desse sal. O cloreto de sodio é um sal
de baixo custo, inodoro, baixa reatividade com proteinas e alta estabilidade em
solucdo [59]. O sulfato de amdnio, embora muito utilizado para se precipitar
proteinas, € um sal relativamente mais caro e mais reativo que o NaCl. A

concentracéo de sal utilizada foi baseada em testes preliminares e limitada pela
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elevada razado entre NaCl/pena de frango, pois valores superiores implicariam
em uma quantidade muito grande de sal incorporado na queratina. Uma solucéo
salina de 5% de NacCl ja representa uma massa 4 vezes superior a massa de

pena sendo extraida.

4.5 Producao de filmes de queratina por termo-prensagem

Primeiramente, glicerol foi solubilizado em agua na proporcédo massica de
1:5 e a mistura foi homogeneizada. Essa solucédo de glicerol foi adicionada a
queratina liofilizada na proporcdo massica de 3:2, o que representa um teor de
25% de glicerol com base na massa de queratina, ou 20% com base na massa
total de filme seco. A mistura foi deixada em repouso por 1 hora e, em seguida,
foi colocada em um molde quadrado 10x10 cm com 0,2 mm de profundidade. As
amostras foram inicialmente aquecidas por 5 min a 120 °C e depois prensadas
sob 5 MPa por 1 min e 10 MPa por 4 min na mesma temperatura usando uma
prensa com aquecimento SL-11/15 (Solab Cientifica Ltda., Brasil). A temperatura
e tempo de prensagem foram baseados nos resultados de Katoh et al. 2004
[139]. Apbs a termo-prensagem, os moldes contendo os filmes foram colocados
entre placas de aluminio para resfriar. Quando atingiram a temperatura
ambiente, os filmes foram desmoldados e armazenados em um dessecador
contendo silica gel por pelo menos 48 horas para remover qualquer quantidade
de umidade residual. Apos esse periodo, os filmes foram cortados em corpos-
de-prova que foram condicionados em ambiente controlado de acordo com as

caracterizacdes posteriores.

4.6 Rendimento da extracdo de queratina

O rendimento da extracdo (Y) para cada método de precipitacdo foi
calculado pela Equacéo 4.1, onde m € a massa de queratina apos a liofilizacédo
e Mo é a massa inicial de CCF, corrigida pelo teor de queratina nas penas de

frango, 91% em massa de acordo com Pedram Rad et al. (2012) [138].
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m
Y% = 100 ———
% TN, (4.1)

4.7 Andlise elementar

A andlise elementar foi realizada em duplicata utilizando um analisador
elementar CHN da série Il PerkinElmer 2400 (PerkinElmer Inc., EUA). O teor de
proteina bruta foi estimado multiplicando o teor de nitrogénio por um fator de
conversdo. Para penas de frango, o fator de converséao € aproximadamente 6,66,

0 que corresponde a um teor de nitrogénio de 15% [78].

4.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A massa molar e distribuicdo de massa molar foram avaliadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) com dodecilsulfato de sédio (SDS)
seguindo a metodologia de Laemmli (1970) [140]. Cerca de 160 mg de cada
amostra de queratina foram solubilizadas em 1 mL de solucdo tampao Laemmli
por 10 minutos a 100 °C. O material insoltuvel foi separado por centrifugacdo
(10000 RFC por 30 min) e 20 pyL do sobrenadante contendo a proteina foram
entdo carregados em pocos de um gel de poliacrilamida previamente preparado
com 14% de acrilamida. 10 pL do padrdo BlueEye Prestained Protein Marker
(Cellco Biotec Ltda., Brasil) foi adicionado como marcador para a faixa de massa
molar de 11 a 245 kDa. O gel foi colocado em uma cuba de eletroforese e
submerso em solucdo tampédo TRIS-glicina-SDS. A eletroforese foi realizada
com fonte de 5 W em voltagem constante de 150 V por cerca de 60 min e, ap0s
a separacao da proteina, o gel foi corado com corante Azul de Coomassie,
descorado e digitalizado.

A digitalizacao do gel foi analisada com o software ImageJ versédo 1.52a.
A imagem foi convertida em preto e branco (32 bit) e calibrada pela migracéao
(distancia percorrida) relativa das bandas do padréo. A relagcdo migracao relativa
a altura do gel e massa molar do padrdo foi modelada por duas regressodes
lineares: uma para migracgdes relativas inferiores a 5% e outra para distancias
superiores a 5%. A curva de calibracéo e as equacdes utilizadas se encontram

no Apéndice B.
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A distribuicdo de massa molar (MWD) foi estimada pelo método de area
descrito por Bickle e Traut (1974) [141]. Primeiramente, a intensidade de cor em
funcdo da migracao relativa foi obtida pelo software e a area abaixo da curva de
intensidade foi mensurada para as regides com bandas visiveis. A intensidade
de cor da banda é proporcional a concentracéo de proteina na regido e, portanto,
a massa de proteina pertencente aquela banda pode ser estimada. A massa de
proteina pertencente a uma banda foi estimada pela razdo entre a &rea da banda
(A)) em relacdo a somatéria de todas as areas. A massa molar ponderal média
(Mw) foi calculada pela Equacéo 4.2, enquanto a massa molar numérica média
(Mn) foi mensurada pela Equacédo 4.3 [141]. O indice de polidispersividade (IP)

foi calculado pela razdo Mw/Mn.

A;MM;
LA
" = S ) 2

4.9 Difratometria de raios-X

A difratometria de raios-X (DRX) foi realizada em um difratbmetro de pé
Bruker D8 Advance ECO (Bruker Corp., EUA) utilizando a geometria
Bragg—-Brentano. As amostras foram varridas de 5° a 60° (20) utilizando radiagao
Cu Ka (A = 0,154 nm) por 60 minutos, e o indice de cristalinidade (Xc) foi
calculado utilizando abordagens de deconvolucdo de picos [142,143]. Os
espectros de difracdo foram simulados com curvas gaussianas localizadas
aproximadamente em angulos de difragédo de 9°, 20°, 25°, 30° e 40°. A gaussiana
localizada em 25° foi a Unica curva com posicdo fixa e ela representa a
continuagao do halo amorfo, como indicado por Haibo Xie et al. (2005) [124]. As
curvas em aproximadamente 9° e 20° foram representativas das estruturas
secundarias da queratina. O indice de cristalinidade foi estimado pela razéo entre

a soma das areas dos picos cristalinos em funcdo da area de todas as curvas.
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Amostras de filme foram preparadas congelando em nitrogénio liquido e
moendo manualmente com um pildo e almofariz. As penas de frango, por outro
lado, foram moidas em um po fino utilizando um moinho de rotor de velocidade
variavel Pulverisette 14 classic line (Fritsch Milling & Sizing, Inc., EUA), operando

a 6000 rpm também com auxilio de nitrogénio liquido.

4.10 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
operando no modo de reflexdo total atenuada (ATR) foi realizada em um
espectrometro FT-NIR VERTEX (Bruker Corp., EUA). Os espectros de
FTIR-ATR foram registrados na faixa de 400 a 4000 cm™ com uma resolucéo de
2 cm™ e 32 acumulacdes espectrais. A fracdo das estruturas secundarias das
proteinas foi obtida por meio do método de deconvolucdo da banda Amida |
[127,144,145]. Para isso, foi tracado uma linha de base entre 1720 e 1578 cm™
e o sinal foi simulado com curvas gaussianas fixadas em posi¢cdes com base nos
valores minimos da derivada secunda do sinal. A identificacdo de cada curva
gaussiana foi feita em relagdo a sua posicéo central seguindo a Tabela 4.1. O
indice de cristalinidade foi determinado pela somatéria das areas das gaussianas
referentes as estruturas secundarias hélice-a e folha-p em funcéo da area total
do sinal. A preparacdo das amostras seguiu 0 mesmo procedimento que a
difracdo de raios-X.

Tabela 4.1 - Atribuicdo das posi¢des da banda amida | a estrutura secundaria

das proteinas [146].

Estrutura secundaria Namero de onda (cm™)
Média Intervalo
Hélice-a 1654 1657-1648
Folha-$ 1633 1641-1623
1684 1695-1674
Desorganizada 1654 1657-1642

Dobras 1672 1686-1662
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4.11 Anélise termogravimétrica

As curvas termogravimétricas foram registradas em um analisador
termogravimétrico TGA Q500 (TA Instruments Inc., EUA), utilizando amostras de
pena de frango e queratina precipitada de aproximadamente 6 mg em recipiente
de platina. A analise se deu até 700 °C a uma taxa de aguecimento de 10 °C/min

sob atmosfera de ar sintético (80% N2 e 20% O3) fluindo a 60 mL/min.

4.12 Microscopia eletronica de varredura

Fraturas transversais dos filmes de queratina foram feitas por imersao em
nitrogénio liquido. As superficies externa e de fratura criogénica foram revestidas
com platina e analisadas em um microscoépio eletrénico de varredura JSM-6510
(JEOL, Ltd., Japdo) no modo de elétrons secundarios, com uma voltagem de

aceleracéo de 2 kV.

4.13 Ensaios de Tracao

Amostras de cada filme de queratina foram cortadas em corpos-de-prova
retangulares de 60x10 mm e condicionadas em dessecador contendo uma
solucado saturada de nitrato de magnésio a 25 °C (UR = 54%) por pelo menos 48
horas. Os testes mecénicos foram realizados em um texturébmetro TA.XTplus
(Stable Micro Systems, Reino Unido) usando uma célula de carga de 50 kgf,
distancia de garra de 40 mm e velocidade de deslocamento de 10 mm/min. A
espessura das amostras foi medida com um micrometro (Mitutoyo Corp., Japéo).
A resisténcia a tracao (o) foi calculada dividindo a carga na fratura pela area da
secao transversal da amostra. O mdodulo de elasticidade (E) foi determinado por
regressao linear na regido linear da curva tensao-deformacéo, entre 0,5 e 2,0%
de deformacéo. O alongamento na ruptura (€) foi calculada com base na variacéo
percentual no comprimento original da amostra entre as garras. Foram feitas
cinco medi¢Oes independentes seguindo a norma ASTM D882-10 (2010) [147].
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4.14 Colorimetria

Os parametros de cor no sistema CIELab e a transparéncia dos filmes de
queratina foram determinados usando um colorimetro digital CR 400 (Konica
Minolta, Inc., Japao). O equipamento foi calibrado com um padré&o branco e
foram realizadas cinco medicbes usando uma fonte de luz de xenénio. No
sistema de cor CIELab, L* indica a luminosidade (L* = 0, preto; L* = 100, branco),
engquanto as coordenadas cromaticas a* e b* fornecem informacdes sobre os
tons de cor: verde/vermelho (a* < 0O, verde; a* > 0, vermelho) e azul/amarelo
(b* < 0, azul; b* > 0, amarelo), respectivamente. A transparéncia do filme (T) foi
estimada pela razéo da luminosidade em relacédo a um padréo preto (Xpreto) € um

padréo branco (Xoranco), conforme indicado na Equacéo 4.4.

T(%) = 100 (1 - M) (4.4)

X branco

4.15 Espectroscopia naregido do ultravioleta-visivel

A técnica de espectroscopia de absorcéo nas regides ultravioleta e visivel
(UV-Vis) foi empregada para se avaliar a transparéncia dos filmes para diversos
comprimentos de onda. Os espectros foram obtidos entre 250 e 800 nm em um
espectrofotometro UV-Vis Shimadzu 1600 (Shimadzu Corp., Japao).

4.16 Determinacdo da solubilidade e capacidade de absorcao de agua

Os filmes de queratina foram cortados em tiras com area de 2 cm?, pré-
condicionados em um dessecador contendo silica gel por 24 horas e, em
seguida, secados em estufa de circulacdo de ar a 80 °C por 2 horas. As amostras
foram pesadas imediatamente ap0s a secagem (mo) e imersas em 30 mL de
agua ultrapura a 25 °C por 24 horas. Ap6s a imersado, a agua superficial foi
removida com papel de filtro por 1 minuto e as amostras inchadas foram pesadas
(mi). Por fim, os filmes umidos foram secos a 80 °C até massa constante e a
massa seca foi medida (ms). A solubilidade em agua (Sw) foi calculada pela perda

de massa em relagéo a massa inicial, como mostrado na Equacgéo 4.5.
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S (%) = 100 (m‘)m;oms) (4.5)

A capacidade de absorcdo de agua (Uw) foi determinada pela massa
ganha ap0s a imersdo em relacdo a massa inicial, como indicado na Equacéo
4.6. As medicOes foram realizadas em triplicata e qualquer manipulacéo foi feita
com pingas. O condicionamento inicial foi aplicado para reduzir a exposi¢ao dos
filmes a altas temperaturas durante a primeira secagem. Apés a imerséo de 24

horas, o pH da solucéo foi testado.

U, (%) = 100 (mm;om") (4.6)

4.17 Angulo de contato

As medi¢bes do angulo de contato foram realizadas de forma dinamica
com um medidor KSV CAM-101, equipado com uma camera digital CCD KSV-
5000 e processado pelo software KSV CAM2008 (KSV Instruments Ltd.,
Finlandia). Foram realizadas cinco medi¢cdes independentes, com a aplicacdo de
5 uL de agua ultrapura em cada filme, registrando sua forma a cada segundo
durante 2 minutos. O primeiro segundo foi registrado a cada 100 ms para melhor

precisao da evolugéo do angulo de contato com o tempo.

4.18 Avaliagcéo de ciclo de vida

A avaliacdo de ciclo de vida (ACV) € uma ferramenta amplamente
empregada na avaliagdo dos impactos ambientais de cadeias de processos e
produtos [148]. No contexto desta tese, a ACV foi aplicada em funcéo de trés
objetivos: (i) estimar as pegadas ambientais dos diferentes métodos de
precipitacdo da queratina; (ii) identificar os principais gargalos ambientais do
ciclo de vida da queratina; e (ii) avaliar a sensibilidade dos indicadores
ambientais da KAT em funcao da reciclagem de acetona. A ACV foi realizada de

acordo com a norma ISO 14044 [148] com limite de estudo do ber¢o ao portdo
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(cradle-to-gate). A unidade funcional adotada na analise foi fixada em 1 tonelada
de queratina produzida, o que representa o processamento do residuo de pena
de frango gerado de aproximadamente 7 a 20 mil animais, dependendo do
rendimento da extracdo de queratina. Esta producdo de frangos equivale a
aproximadamente a producéao diaria de um abatedouro de pequeno porte.

O sistema de produto (ciclo de vida modelado) da ACV esti
esquematizado na Figura 4.1 e uma descricdo detalhada do inventario do ciclo
de vida (ICV) com os fluxos de entrada e saida de cada processo é fornecida no
Apéndice C. O contorno do sistema incluiu diversos processos, sendo alguns
agrupados em blocos que representam etapas especificas do processamento.
As etapas e seus respectivos processos (em parénteses) foram: producdo das
aves (pecuaria, escaldagem e depenagem), pré-tratamento do residuo (limpeza,
secagem e moagem), extracdo (sulfitdlise), recuperacdo (precipitacdo) e
purificacdo (purificacdo e liofilizacdo) da queratina.

A influéncia da reciclagem da acetona nos indicadores ambientais foi
examinada por meio de uma andlise de sensibilidade, utilizando taxas de
reutilizacdo entre 25% e 90%. As simulacdes foram conduzidas avaliando
somente a realimentacdo do processo de precipitacdo com acetona reciclada.
Portanto, a demanda por acetona primaria no ICV foi reduzida e o consumo
energético ligado a recuperacao do solvente foi desconsiderado.

A gestdo dos residuos nao foi contemplada na ACV. Os requisitos de
energia foram estimados a partir de dados de laboratério ou do calculo de
poténcia do equipamento e tempo de uso recomendados pelos fabricantes. A
produtividade das etapas de escaldagem e depenagem foram baseados em
especificacdes de equipamentos industriais. A extracdo de queratina foi baseada
nos métodos citados nessa tese em escala laboratorial. As entradas de energia
e material aplicadas na ACV foram selecionadas do banco de dados da
Ecoinvent v3.7 (Ecoinvent Association, Suica).

A avaliacdo dos impactos do ciclo de vida (AICV) foi implementada usando
o software OpenLCA (GreenDelta GmbH, Alemanha) seguindo a abordagem

ReCiPe 2016 Midpoint (H). As categorias de impacto ambiental calculadas estéo
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listadas na Tabela 4.2, assim como suas siglas e unidades. Descricdes mais

detalhadas das unidades empregadas se encontram no Apéndice A.
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Figura 4.1 - Diagrama dos processos e contorno do sistema da producédo de

queratina de pena de frango. O inventéario de ciclo de vida se encontra completo

no Apéndice C. A = massa de acetona reciclada; BT = baixa tens&o; Deion. =

deionizada; e Eletric. = eletricidade.

A avaliagdo de ciclo de vida teve como foco maior as categorias de

aguecimento global (GLWM), consumo de agua (WTRC), toxicidade humana

nao carcinogénica (HNTX), ecotoxicidade de agua doce (FWTX), escassez de

recursos fésseis (FSRS) e uso da terra (LAND). Essas categorias foram

selecionadas por representarem uma visdao ampla dos impactos ambientais
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frente as emissbes, uso de recursos e saude humana. Os processos da
producédo de queratina foram agrupados nos conjuntos: producdo das aves
(pecuéria, escaldagem e depenagem), pré-tratamento (limpeza, secagem e
moagem), sulfitélise (obtencdo da solucédo de queratina), precipitacao (adicdo
dos agentes precipitantes) e purificacdo (lavagem por centrifugacdo e

liofilizacéo).

Tabela 4.2 - Categorias de impacto ambiental estudadas na analise de ciclo de

vida da producao de queratina.

Categoria de impacto ambiental (midpoints)  Sigla Unidade
Aquecimento global GLWM ton CO2 eq.
Consumo de agua WTRC 103 m3
Toxicidade humana néo carcinogénica HNTX ton 1,4-DCB
Ecotoxicidade de 4gua doce FWTX ton 1,4-DCB
Escassez de recursos fosseis FSRS ton oil eq.
Uso de terra LAND  10° m?a crop eq.

419 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). Os valores
médios foram comparados usando o teste de Tukey a um nivel de confianca de
95% (p < 0,05). As médias que forem acompanhadas da mesma letra sdo

significativamente diferentes dentro do nivel de confianca.

4.20 Diagrama da metodologia

Para simplificar o entendimento da metodologia aplicada, um diagrama
esquematico esta ilustrado na Figura 4.2. Esta ilustrado todos 0s processos
produtivos realizados em laboratdrio, assim como os materiais produzidos e as

analises realizadas.
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Figura 4.2 - Diagrama esquematico da metodologia da tese de doutorado. Azul

representa 0s processos produtivos, laranja indica os materiais produzidos, e

verde sdo as andlises realizadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Extracéo e precipitacdo de queratina

A extracao da queratina das penas de frango limpas (CCF) foi feita a partir
de uma solucéo de ureia e metabissulfito de sédio que corresponde ao método
de sulfitélise, Figura 2.19. Nesta solucéo, ions sulfito (SO3?) e bissulfito (HSO3)
guebram as liga¢des dissulfeto (-S—S-) da queratina [149,150] com o auxilio da
ureia, que permitiu o inchamento da estrutura fibrilar compacta da pena de
frango, Figura 2.16 [17,26,27]. Para se recuperar a gqueratina evitando as
desvantagens da didlise, a precipitacdo da proteina foi realizada usando
diferentes agentes precipitantes e o rendimento de cada método pode ser visto

na Figura 5.1.

|

KHA 32,0+1,8°

KCA [m—m

34,8+0,8°

KSC |

27,7+1,0°

-
KAT 78,9+ 1,4°

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Rendimento (%)

Figura 5.1 - Rendimento de precipitacdo de queratina por acido cloridrico (KHA,
laranja), acido citrico (KCA, verde), cloreto de sodio (KSC, vermelho) e acetona
(KAT, azul). Médias acompanhadas pela mesma letra n&o diferem

significativamente pelo método de Tukey (p > 0,05).

A precipitagdo com acetona (KAT) teve o maior rendimento, recuperando
cerca de 79% de queratina em relacdo a massa de proteina presente nas penas
de frango, demonstrando a sua eficiéncia na precipitacdo da queratina. A
precipitacdo por salting out (KSC) teve o pior desempenho dentre os métodos

avaliados, enquanto as precipitagdes isoelétricas com HCI e &cido citrico (KHA
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e KCA, respectivamente) nao tiveram rendimentos significativamente diferentes
entre si.

A eficiéncia de precipitacdo com acetona esta associada a capacidade de
formar uma mistura homogénea com a solucéo de sulfitolise ao mesmo tempo
em que a constante dielétrica da mistura € reduzida. Uma solugcdo contendo
8 M de ureia possui constante dielétrica de aproximadamente 95 [151], enquanto
a acetona pura apresenta uma constante dielétrica de 19,6 [60]. A diminuicdo da
constante dielétrica da solucao de sulfitdlise com a adi¢do de acetona provoca
mudancas conformacionais na queratina, expondo os residuos de aminoacidos
hidrofébicos para o meio e aumentando a interacdo entre os residuos
carregados, com consequente precipitacdo da proteina. Além disso, o efeito de
precipitacdo com solvente organico também é auxiliado pela presenca de ions
na solucédo. A dissociacdo de metabissulfito de sédio libera cations Na* e anions
S03% e HSOgz, proporcionais ao pH, aumentando a forga idnica do sistema. O
aumento da forca ibnica aumenta a solvatacdo desses ions por moléculas de
agua, as quais saem da camada de solvatacao ao redor da proteina, expondo-
a. A menor camada de solvatacdo e a maior interacao eletrostatica das regides
carregadas da proteina podem ter colaborado intensamente na precipitacdo com
acetona. Desta forma, a precipitacdo com acetona foi um método muito superior
aos outros métodos devido ao efeito combinado do solvente organico e dos ions
da solucéao de sulfitélise.

Para que todas as precipitacdes pudessem ter sido realizas diretamente
na solucdo de sulfitélise, a alta concentracao de ureia teve que ser diluida na
razao de 1:4. Alguns autores relataram que uma concentracdo de pelo menos
4 M é necessaria para aumentar a solubilidade da queratina e obter maiores
rendimentos de extracao [26,92]. Portanto, a reducdo da concentracdo de ureia
de 8 para 2 M foi crucial para reduzir a solubilidade da queratina e permitir uma
melhor atuacao dos agentes precipitantes.

Outra vantagem importante da precipitacdo KAT € em relacdo ao
tratamento dos residuos de solugéo gerados apos a obtencéo da queratina. Para
as precipitacdes isoelétricas, a neutralizacdo do pH é fundamental antes de seu

descarte [111,123]. Consequentemente, assim como a precipitacdo KSC, a
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solucdo resultante se torna salina, dificultando a posterior reciclagem dos
reagentes. Por outro lado, a acetona possui um baixo ponto de ebulicao (56 °C)
que facilita a sua reciclagem por roto-evaporacéo. A solucdo resultante apos a
remocao da acetona seria composta essencialmente por ureia, metabissulfito de
sédio ndo reagido e aminoacidos e peptideos que ndo foram capazes de
precipitar. Tal solugcdo poderia ser reutilizada apds a concentracdo dos reagentes
de partida ser corrigida. Essa estratégia de tratamento de residuo € vital na
reducdo do custo e da pegada ambiental da extracdo de queratina, como sera
mais bem discutido a partir dos resultados da ACV.

A andlise elementar da pena CCF e das queratinas estao apresentadas
na Tabela 5.1. Os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio das penas estao
em concordancia com a literatura [78]. E observado que a queratina extraida
apresentou menor teor de carbono e hidrogénio, os quais podem ser atribuidos
a oxidacao dos residuos de cisteina em sais de Bunte (-S—-SO3’) que contribuiria

para um aumento no teor de enxofre e oxigénio.

Tabela 5.1 - Composicdo elementar das penas de frango limpas (CCF) e
gueratinas precipitadas por acido cloridrico (KHA), &cido citrico (KCA), cloreto de
sédio (KSC) e acetona (KAT). Médias acompanhadas pela mesma letra ndo

diferem significativamente pelo método de Tukey (p > 0,05).

Amostra C (%) H (%) N (%)
CCF 48,44 + 0,782 6,75+ 0,072 14,48 + 0,162
KHA 46,50 + 0,21° 4,79 £0,11° 17,86 + 0,22
KCA 45,24 + 0,06 4,18 + 0,06° 18,76 + 0,11bd
KSC 35,83 £ 0,21¢ 4,38 + 0,10 20,35+ 0,27¢
KAT 44,07 + 0,459 4,51 + 0,03%d 19,37 + 0,391

Houve um aumento no contetdo de nitrogénio ao avaliar as queratinas
independentemente do método de precipitacdo, 0 que inviabilizou a
quantificacdo do teor de proteina das amostras. O aumento do nitrogénio pode
estar associado a presenca de ureia como impureza nas amostras. A ureia

residual também foi observada na literatura quando a queratina foi extraida
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juntamente com esse agente desnaturante, mesmo quando purificada por dialise
[9,123]. Outro fator que pode ter contribuido para o teor de N é & composicéo de
aminoécidos, os quais poderiam ser mais ricos em nitrogénio, como a arginina e
a histidina (Figura 2.2). O teor de carbono para a KSC foi muito inferior do que
as outras amostras, o que € um indicio de que o NaCl utilizado na precipitacao
pode também ter sido incorporado a queratina. Caso isso ocorra, para se manter
o nivel de nitrogénio obtido na andlise, esta amostra teria uma propor¢do maior
de ureia residual.

A distribuicdo de massa molar (MWD) de um polimero influencia diversas
de suas propriedades, como resisténcia mecanica e estabilidade térmica. As
MWD das queratinas foram avaliadas por SDS-PAGE e as migracdes se

encontram na Figura 5.2.

MM (kDa)
>100 -

75 -

63 -

48 -

35 -

25 -

20 -

17 -

11 -

Figura 5.2 - Eletroforese em gel das queratinas precipitadas por acido cloridrico
(KHA), acido citrico (KCA), cloreto de sddio (KSC) e acetona (KAT). Massa molar
(MM) foi calculada pela distancia percorrida pelas bandas.
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Os padrées de SDS-PAGE ilustram que todas as amostras exibiram
bandas fortes de queratina de baixa massa molar, abaixo de 11 kDa, o que é
tipico da queratina de penas de frango [152]. De acordo com o banco de dados
UniProt, é possivel relacionar esta banda de baixa massa molar com as
queratinas 1, 2, 3 e 4 da espécie Gallus Gallus, com as sequencias do GenBank
sendo AAA48930, CAA25085, CAA35555 e CAA35556, respectivamente. Tais
proteinas possuem 98 amino&cidos e massa molar entre 9 e 11 kDa, sugerindo
que essa banda pode corresponder a um conjunto de proteinas intimamente
relacionas, em vez de um unico tipo de queratina.

As amostras de KSC e KAT apresentaram bandas mais fracas em torno
dos padrdes 48 e 60 kDa, o que indica que a extracao de sulfitlise em condi¢cbes
mais brandas possivelmente preservou a cadeia polipeptidica da queratina.
Queratinas com esta faixa de massa molar sdo geralmente associadas as
a-gueratinas, as quais apresentam massa molar entre 40 e 65 kDa [153]. Estas
bandas ndo foram observadas para as amostras precipitadas por acido, o que
pode estar relacionado a um maior pl dessas fracdes de queratina. Outra
possibilidade seria que a ureia interferisse durante as precipitacdes por acido,
mas nao por acetona ou NaCl. Além disso, a amostra KAT exibiu uma banda
fraca entre 20 e 35 kDa e, assim como a KHA e KCA, bandas acima de 100 kDa.
Estes resultados contribuem com a alta eficiéncia da acetona em precipitar
gueratina de penas de frango, devido a recuperacdo de cadeias proteicas com
uma gama de massas molares.

A analise quantitativa do SDS-PAGE foi realizada pela distancia
percorrida das bandas (Apéndice D1) e pelo método de areas (Apéndice D2), e
estdo listadas na Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.. As queratinas K
HA e KCA tiveram mais de 95% de sua massa representada por cadeias
menores que 10 kDa, comum para queratina de pena de frango [61]. Por outro
lado, as queratinas KSC e KAT apresentaram proteinas com uma diversidade de
massas molares maiores.

Com a precipitacdo de cadeias maiores, as amostras KSC e KAT
apresentaram um indice de polidispersividade (IP) maior em relacdo as

queratinas obtidas por precipitacéo isoelétrica. E importante destacar também
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que essa fracdo de cadeias maiores podem apresentar uma composicao de
aminoacidos distinta, o que resultaria em possiveis alteragdes nas propriedades
do material. Além disso, a queratina KAT apresentou uma massa molar média
relativamente maior do que as outras amostras, corroborando com a maior

eficiéncia atingida com este método de precipitacdo (Figura 5.1).

Tabela 5.2 - Bandas visiveis e suas respectivas intensidades, massa molar
numérica média (Mn), massa molar ponderada média (Mw) e indice de
polidispersividade (IP) das queratinas precipitadas por acido cloridrico (KHA),
acido citrico (KCA), cloreto de sédio (KSC) e acetona (KAT).

Amostra Banda (kDa) Area (%) Mn(kDa) Mw (kDa) [P (Mw/Mn)

KHA 9,3 97,4 9,5 12,4 1,30
129,4 2,6

KCA 9,2 97,2 9,4 12,3 1,30
121,4 2,8

KSC 8,7 89,2 9,5 14,1 1,48
54,6 5,6
64,0 5,1

KAT 10,1 69,7 13,1 21,0 1,60
29,3 14,4
54,6 11,3
64,9 3,8
125,5 0,4
151,3 0,4

5.2 Caracterizacao estrutural das queratinas

As mudancas estruturais das penas de frango e das queratinas foram
avaliadas por difratometria de raios-X (DRX). A Figura 5.3 mostra padrées de
difracéo tipicos de queratina, nos quais a estrutura hélice-a é identificada pela
reflexdo em aproximadamente 9° e a estrutura de folha-B em torno de 20°
[61,84,138].
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Figura 5.3 - Padrdes de difracédo de raios-X das penas de frango (CCF, preto) e
gueratinas precipitadas por acido cloridrico (KHA, laranja), acido citrico (KCA,

verde), cloreto de sddio (KSC, vermelho) e acetona (KAT, azul).

Os padrdes das queratinas precipitadas apresentaram menor intensidade
para a reflexdo correspondente a hélice-a quando comparadas as penas de
frango, sugerindo que essa estrutura secundaria ndo conseguiu recristalizar
apos a sulfitélise. Por outro lado, as reflexdes referentes a folha- praticamente
mantiveram sua intensidade, porém apresentando um alargamento assimétrico.
Estes resultados sao indicios de que a queratina perdeu parte da sua
cristalinidade. A reducdo do teor de hélice-a € amplamente reportada na
literatura [27,99,154]. Acredita-se que a quebra das ligacdes dissulfeto
desestabilize essa estrutura secundaria em prol da reorganizacédo das cadeias
em forma de folhas-B. Outro fator que influencia na menor cristalinidade das

queratinas é a formacdo dos residuos de S-sulfocisteina, os quais possuem
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grupos laterais mais volumosos que dificultariam a recristalizacdo por efeito
estérico.

O padrao de difracdo da queratina KSC apresentou picos intensos que
podem ser atribuidos a ureia [43] e ao cloreto de sodio [155]. A presenca desses
reagentes pode ter sido causada pela grande concentracéo de ureia e NaCl em
solugcédo, os quais representaram uma razdo aproximada de 35:1 e 15:1 em
relacdo a massa de queratina precipitada, respectivamente. Além disso, 0s
precipitados foram formados inicialmente em forma de gel, aprisionando parte
da solucdo de sulfitolise. Outro fator relevante a ser considerado é a carga
negativa da queratina em pH neutro, que favorece sua interacdo com 0s ions
Na*. Ressalta-se que todas as queratinas foram submetidas a 2 ciclos de
lavagem com centrifugacéo, conforme descrito no item 4.4 da metodologia. A
presenca de residuos de extracéo e precipitacdo KSC é um indicativo de que o
procedimento de purificacdo da queratina precisa ser otimizado em estudos
futuros. Em contrapartida, é possivel afirmar que um bom grau de pureza foi
atingido para as queratinas KHA, KCA e KAT, uma vez que reflexdes associadas
a ureia ou acido citrico nao foi observado nos difratogramas dessas amostras.

A Figura 5.4 mostra os espectros ATR-FTIR para as CCF e para as
queratinas precipitadas. Foi observado quatro bandas caracteristicas da
queratina: amida A (3000-3500 cm-?); amida | (1600-1700 cm-t); amida Il (1500-
1550 cm?); e amida 11l (1200-1250 cm™) [122]. A banda larga centrada de 3275
cm® pode ser atribuida ao estiramento das ligagdes O-H e N-H, principalmente
relacionadas as ligacdes peptidicas da proteina e moléculas de agua [78]. A
banda da amida | apareceu em cerca de 1625 cm! e é causada pelo estiramento
de C=0, a qual também pode ser atribuida principalmente as ligacdes peptidicas
da queratina [36]. A banda da amida Il localizada aproximadamente em
1520 cm™ esta relacionada com a deformacédo angular fora do plano da ligacdo
N-H e estiramento C-N [156,157]. A banda da amida Ill foi encontrada por volta
de 1230 cm™ e esta relacionada a modos vibracionais mais complexos que
incluem vibragdes de C=0, N-H e C-N [131,156,157]. Outras bandas
importantes podem ser encontradas na faixa de 2800 a 3000 cm™® e em
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1445 cm™, relacionadas aos estiramentos assimétrico e simétrico da ligacdo

C-H e a deformacéo angular de C—-H, respectivamente [131,158].

Amina A Amida Il By, Ve-n) -------» Amida lll (vg_y)

(VN-+, Vo-+) . : '
' Amidal (Ve-o) TTTTmTmTTIT Oc- i Sal de Bunte (vs_o)

Amina priméria ‘ ' | !
(T AN i Ve-o
' H | N ! [

KAT
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Figura 5.4 - Espectros ATR-FTIR das penas de frango (CCF, preto) e queratinas
precipitadas com acido cloridrico (KHA, laranja), acido citrico (KCA, verde),

cloreto de sddio (KSC, vermelho) e acetona (KAT, azul).

Existe uma clara diferenca entre as queratinas e CCF em rela¢édo a banda
vibracional em 1022 cm. As queratinas precipitadas apresentaram uma banda
nitida que corresponde a vibracao de estiramento simétrico S=0 [127,136]. Essa
mudanca estrutural ocorreu devido a clivagem de residuos de cistina para
residuos de cisteina (-SH) e S-sulfocisteina (-S—-SOz3°) durante a extracao por
sulfitélise. Residuos de ureia para as amostras de queratina podem ser
identificados pela banda em torno de 3450 cm?, referente ao estiramento da
ligagdo N—-H de uma amina primaria.

Uma caracteristica ausente em todos o0s espectros foi a banda de
estiramento das ligacdes C=0 de grupos ésteres. Esta banda poderia ter sido

observada em 1740 cm™ e representaria a presenca de lipidios na amostra



66

[78,159]. Assim, € possivel concluir que a limpeza da gordura das penas de
frango com etanol foi eficiente. Outro ponto a se observar é a auséncia de
absorcGes em 1040 cm™, que estaria relacionada a formacéo de acido cisteico
(-SOsH) ao invés de sal de Bunte [116,160]. A auséncia de acido cisteico indica
gue a sanitizacdo com NaClO ndo causou a oxidacdo prematura das ligacdes
dissulfeto. Este resultado pode estar relacionado a alta resisténcia quimica das
fibras de queratina, a menor concentracéo de agente oxidante e ao curto periodo
de contato com as penas em compara¢do com métodos de extracdo oxidativos.

A estabilidade térmica € um aspecto importante para o processamento da
queratina e, portanto, uma andlise termogravimétrica foi realizada em atmosfera
de ar sintético (20% Oz e 80% N2), e as curvas TG e DTG estéo disponiveis na
Figura 5.5. As perdas de massa e as temperaturas de inicio de degradacao
térmica estdo listadas no Apéndice E.

A curva termogravimétrica das penas de frango apresentou trés perdas
de massa. Primeiramente, ocorreu a evaporacdo de agua até 150 °C,
representando uma perda de umidade de 7,6%. Em seguida, a pena se
decompds entre 200 e 440 °C, perdendo cerca de 54,2% de massa e se
convertendo em residuo carbonaceo. Por fim, uma udltima decomposicéo foi
observada acima de 440 °C, e pode ser relacionada a decomposicao do residuo
carbonaceo formado a partir do passo anterior.

As queratinas precipitadas, por outro lado, apresentaram quatro perdas
de massa. Inicialmente, ocorreu a perda de umidade até 105 °C. Em seguida,
duas decomposi¢des ocorreram entre 105 - 225 °C e 225 - 420 °C, e podem ser
atribuidas a degradacéo das cadeias poliméricas da queratina [161]. Por ultimo,
o residuo carbonaceo formado nas decomposicées anteriores foi degradado
acima de 420 °C.
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Figura 5.5 - Analise termogravimétrica das penas de frango (CCF, preto) e

queratinas precipitadas por acido cloridrico (KHA, laranja), acido citrico (KCA,

verde), cloreto de sodio (KSC, vermelho) e acetona (KAT, azul). (a) Curvas

termogravimétricas e (b) curvas termogravimétricas derivadas.
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Os resultados da TGA mostraram que a degradacédo térmica da queratina
ocorre em temperaturas mais baixas em comparagao com as penas de frango.
A menor estabilidade térmica dos precipitados pode estar associada a quebra
das ligacfes cruzadas da queratina, assim como menor cristalinidade e presenca
de cadeias de menor massa molar [125,161]. Desta forma, o processamento da
queratina deve ocorrer em temperaturas idealmente inferiores a 130 °C para
evitar qualquer degradacdo do material. Este resultado estd coerente com a
literatura, onde processamentos com temperatura superior a 130 °C degradaram
a proteina [150].

A queratina KSC apresentou 11,7 £ 2,1% de cinzas (3 repeticdes). Como
a analise foi realizada em atmosfera de ar sintético, qualquer composto de
carbono foi decomposto pela alta temperatura e, assim, essa quantidade de
cinzas pode ser atribuida essencialmente a algum residuo inorganico. Portanto,
as cinzas da amostra KSC pode ser atribuida ao NaCl residual, que também foi
identificado por DRX.

Os resultados apresentados até o momento confirmam a possibilidade de
se recuperar a queratina extraida de residuos de penas de frango com agentes
de precipitacdo simples. Um destaque pode ser dado ao potencial da
precipitacdo com acetona (KAT), através da qual foi possivel obter queratina de
maior massa molar, com boa pureza e com alto rendimento. Todavia, &
importante entender se 0 uso da acetona contribui ambientalmente para o
conceito de valorizacdo da queratina, mediante indicadores de impacto
ambiental, comparativamente aos outros agentes de precipitacdo. Este
entendimento foi aprofundado através da avaliagdo do ciclo de vida (ACV)

conforme discutido a segquir.

5.3 Avaliacéo de ciclo de vida

Os resultados relativos da ACV das producdoes de queratina estédo
apresentados na Figura 5.6. Todos os indicadores de impacto ambiental
estudados neste trabalho estdo disponiveis em valores absolutos no

Apéndice F.
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Figura 5.6 - Resultados relativos da avaliacéo do ciclo de vida da queratina de
penas de frango extraida por sulfitélise e precipitada com &cido cloridrico (KHA,
laranja), acido citrico (KCA, = verde), cloreto de sédio (KSC, ¢ vermelho) e

acetona sem (KAT, A azul) e com reciclagem de 90% (KAT_90, + preto).

E possivel notar que a precipitacio KSC foi o método de se obter
queratina com indicadores mais elevados considerando as categorias de
aguecimento global (GLWM), consumo de agua (WTRC), ecotoxidade de agua
doce (FWTX) e uso de terra (LAND). No geral, o desempenho ambiental inferior
deste método é altamente influenciado pelo seu baixo rendimento de
recuperagéo (27,7%), ja que um menor rendimento aumenta diretamente a
guantidade de insumos quimicos e energia para obter a mesma quantidade de

gueratina (unidade funcional de 1 tonelada de queratina). Comparativamente, as



70

precipitacbes KHA e KCA apresentaram indicadores ambientais
aproximadamente 20% menores do que a precipitacdo KSC, o que é
proporcional ao aumento de rendimento da precipitacdo (32 e 34,8%,
respectivamente).

A precipitacdo KAT apresentou desempenho ambiental semelhante
aqueles das precipitacdes isoelétricas em relagdo a categoria GLWM, enquanto
os indicadores toxicidade humana nao carcinogénica (HNTX) e a FWTX foram
semelhantes aqueles estimados para a precipitacdo KSC. Uma vantagem
altamente relevante reside nos indicadores consumo de agua (WTRC) e LAND,
0s quais foram drasticamente reduzidos em relacdo aos outros métodos de
precipitacdo. Desta forma, o volume de acetona necessario para precipitar a
queratina é compensado pelo alto rendimento da precipitacdo, gerando
vantagens ambientais para esta rota de obtencao de queratina a partir de penas
de frango. Contudo, para o indicador escassez de recursos fésseis (FSRS), a
precipitagdo KAT apresentou o pior desempenho ambiental, conforme mostrado
na Figura 5.6. Tal resultado é um indicativo de uma alta relacdo da cadeia
produtiva da acetona com fonte ndo renovaveis em relacdo aos demais agentes
de precipitacao.

As contribuicdes, em valores absolutos, de cada etapa ou processo
modelado para os indicadores representados na Figura 5.6 foram discriminadas
com o intuito de identificar os gargalos ambientais no ciclo de vida das queratinas
precipitadas. Pode ser notado na Figura 5.7 que os processos “producédo das
aves”, “pré-tratamento das penas” e “sulfitolise” agregam mais de 84% de todo
o impacto ambiental estimado para todas as categorias, principalmente para os
ciclos de vida englobando as precipitacées KHA, KCA e KSC.

O processo “producao de aves” teve uma contribuicao significativa para o
indicador LAND. Tal processo compreende uma cadeia produtiva que requer
grande quantidade de agua e energia, principalmente para cultivar as culturas
que compdem a ragao dos animais, como milho, trigo e soja [162]. O mesmo
pode ser dito para o processo “pré-tratamento”, o qual envolve o uso de etanol
de fonte sucroalcooleira como agente sanitizante (ver secdo 4.2). Essas etapas

relacionadas a atividade agricola contribuem consideravelmente para todas as
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categorias de impacto ambiental, especialmente no que diz respeito ao uso de
terras devido as extensas areas de cultivo necessarias para atender as
demandas das diferentes culturas e biomassas.

A sulfitolise contribui para os impactos ambientais, devido a energia
requerida para manter a temperatura durante o processo de extracdo e a
consideravel quantidade de ureia utilizada. A ureia € uma carbamida produzida
a partir de dioxido de carbono (CO2) e amobnia (NHs) e envolve processos
intensivos em energia [163]. Ambas as matérias-primas também sdo obtidas de
fontes fésseis, como carvao e gas natural, a partir de processos tradicionais,
como o Haber-Bosch (Apéndice A) [164].

Os processos de “precipitacdo” foram relevantes apenas para a
precipitagdo KAT, representando 57% de contribuicdo para os indicadores,
exceto LAND e WTRC. A acetona considerada na ACV foi produzida através da
desidrogenacéo do isopropanol. Este processo consiste na producdo de acetona
e gas hidrogénio (Hz) a partir de um catalisador aquecido [165]. O isopropanol,
por sua vez, é produzido pela combinagédo de 4gua e propeno em uma reacao
de hidratacdo que exige muita energia, particularmente durante as reacfes
guimicas em alta temperatura e processos de separacao [166].

Devido a grande contribuicdo da acetona na pegada ambiental da
queratina KAT, o efeito que a sua taxa de reciclagem teria nos ecoindicadores
foi estudado através de uma andlise de sensibilidade. As simula¢des foram
realizadas considerando apenas a retroalimentacéo do processo de precipitacao
com acetona reciclada, diminuindo a demanda por acetona primaria, e sem

considerar o consumo energético da recuperacgéo do solvente.
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cada conjunto de processos que compreendem a producéo de queratina extraida
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Os resultados absolutos da analise de sensibilidade, assumindo taxas de
reciclagem entre 25 a 90%, foram incluidos na Figura 5.7, enquanto o resultado
relativo para a maior taxa de recuperagdo (90%) foi incluido na Figura 5.6. Os
ecoindicadores WTRC e LAND néao foram impactados significativamente com a
recuperacdo de acetona, 0 que era esperado ja que a precipitacdo KAT teve o
melhor desempenho ambiental nessas categorias. Entretanto, uma reducdo
consideréavel foi observada nos outros indicadores. De acordo com a Figura 5.7,
a reciclagem de 50% de acetona j& seria suficiente para reduzir em meédia 32%
da contribuicdo da “precipitacao” nas categorias de impacto ambiental. Esta
porcentagem de reciclagem de acetona seria suficiente para que a queratina
KAT tivesse uma pegada ambiental comparavel ou menor que 0sS outros
métodos. Por outro lado, o reaproveitamento de 90% de acetona, além de
plausivel em processos industriais, seria capaz de cortar em média 76% das
contribui¢cdes, fornecendo uma pegada ambiental consideravelmente menor do
que os outros métodos de precipitagdo, como pode ser visto na Figura 5.6.

Além de reduzir a pegada ambiental, a reciclagem da acetona
possibilitaria a diminuicdo de custos da producédo de queratina. Adicionalmente,
a remocao da acetona da solucdo de sulfitdlise resultaria em uma solucdo
contendo ureia, metabissulfito de sédio ndo reagido e aminoacidos e peptideos
produzidos durante a extracdo. Esta solucdo poderia ter sua concentracao de
ureia e agente redutor ajustada para ser igual a utilizada inicialmente, podendo
ser reaproveitada em novas extracdes. O reuso dessa solucdo resultaria na
diminuicdo da quantidade de ureia empregada e, consequentemente, reduziria
drasticamente os potenciais impactos ambientais do ciclo de vida da queratina.

Assim, os resultados da ACV da queratina reforcam, de forma inédita na
literatura, a importancia da adocdo de processos que permitam uma economia
circular, no que tange ndo somente o reaproveitamento da queratina das penas
de frango, mas também dos diversos insumos quimicos utilizados na sua
extracdo e precipitacdo. Ressalta-se também que a ACV realizada neste
trabalho contemplou processos em escala de laboratério. Estudos futuros de

ACV serdo necessarios para confirmar as tendéncias de impacto ambiental
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observadas no contexto de producdo de queratina em escala industrial

otimizada.

5.4  Caracterizacdo morfoldgica e estrutural dos filmes biodegradaveis

Nas proximas secdes, sdo apresentados os resultados de caracterizacao
dos filmes biodegradaveis de queratina produzidos por termo-prensagem. O
objetivo principal foi avaliar como o tipo de precipitacdo afeta as propriedades
fisicas dos filmes obtidos. Estudos neste sentido ainda ndo estédo disponiveis na
literatura cientifica.

A producédo dos filmes biodegradaveis se deu apds uma lavagem mais
rigorosa dos particulados de queratina com o intuito de remover completamente
o residuo de ureia, e a sua auséncia foi verificada por FTIR na proxima se¢éo. A
queratina liofilizada tinha a capacidade de absorver um grande volume de 4gua
devido a estrutura porosa deixada apos a liofilizacdo. A possivel reoxidagcao de
residuos de cisteina em ligacdes dissulfeto [97], devido ao contato entre cadeias
durante a precipitacdo, também podem ter permitido essa caracteristica dos
precipitados. A absorcado de agua pela queratina foi explorada para simplificar o
processamento dos filmes. Conforme descrito na secéo 4.5, a solucéo de glicerol
foi rapidamente absorvida pela proteina, permitindo a incorporacdo e acdo do
plastificante. Assim, a queratina foi capaz de ser conformada por termo-
prensagem a 120 °C.

Apesar da associacao tipica da queratina com termofixos devido ao seu
alto teor de ligacBes dissulfeto, os métodos de sulfitélise e de oxidacdo podem
tornar o comportamento reolégico da queratina similar ao de polimeros
termoplasticos. Esses métodos de extracdo quebram e oxidam as ligacbes
dissulfeto, resultando na formacgéo de sal de Bunte ou &cido cisteico (Figura 2.19
e Figura 2.18, respectivamente). A quebra das ligagbes cruzadas e a
estabilizacdo dos grupos sulfidrilas impedem que as cadeias peptidicas se
reticulem novamente, dando maior mobilidade as cadeias e permitindo o
processamento em altas temperaturas. A termo-prensagem produziu filmes
transparentes e flexiveis, como é possivel observar na Figura 5.8. Os filmes

produzidos com queratina isoeletricamente precipitada (KHA e KCA)
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apresentaram uma leve tonalidade amarelada, enquanto os filmes obtidos por
salting out (KSC) e acetona (KAT) foram praticamente incolores. Tais
caracteristicas denotam uma qualidade estética superior dos filmes obtidos em
relacdo a outros desenvolvidos da literatura, os quais apresentaram forte

coloracdo amarelada, possivelmente devido a degradagdo quimica e/ou

termomecanica da queratina, Figura 5.8b-d.

Figura 5.8 - Aspecto visual dos (a) filmes biodegradaveis de queratina
termoplastica (25% glicerol) e comparativo com filmes obtidos (b) por hidrolise
alcalina (NaOH) e termo-prensagem (20% glicerol) [167], (c) por reducédo (Na2S)
seguido de solubilizacdo (NaOH) e casting de solucéo (3,5% de glicerol e 0,2%
celulose microcristalina) [168], e (d) por reducéo (L-cisteina) e casting de solucao
(10% glicerol) [61].

A termo-prensagem permitiu a obtencao de filmes visivelmente uniformes
e com superficie lisa ao tato. A morfologia interna dos filmes foi avaliada por
MEV-FEG das fraturas criogénicas, e as micrografias foram reunidas na Figura

5.9. Todos os filmes de queratina apresentaram uma matriz continua, sem a



76

presenca de grdos nao plastificados. Este resultado demonstra o carater
termoplastico das amostras, em que a adi¢ado de glicerol e agua durante a termo-
prensagem permitiram a plastificacdo da queratina. Vale ressaltar também que
a sulfitélise diminuiu a quantidade de ligacGes cruzadas com a formacao de
residuos de S-sulfocisteina (-S—-S0O3’), identificado por ATR-FTIR (Figura 5.4).
O carater hidrofilico destes residuos também pode ter contribuido para a
plasticidade da queratina, devido a maior compatibilidade com o glicerol.

EMBRAPA SEI 2.0kV X250 WD 8.2mm  100um EMBRAPA WD 8.3mm  100pm

c) KSC

EMBRAPA 2.0kv X250 WD 8.4mm  100um EMBRAPA X250 WD 8.7mm  100um

Figura 5.9 - Micrografias por MEV-FEG das fraturas criogénicas dos filmes de
queratina precipitada por (a) acido cloridrico (KHA), (b) acido citrico (KCA), (c)
cloreto de sédio (KSC) e (d) acetona (KAT).

Uma diferenca notavel entre os filmes foi que a queratina KSC apresentou
uma morfologia bifasica, Figura 5.9¢, que pode ser atribuida a dominios ricos em
gueratina e dominios ricos em NaCl. O surgimento dessa morfologia bifasica

pode estar relacionado a presenca de NaCl residual nos precipitados KSC
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(Figura 5.5). Com a adicéo da solucao de glicerol, os ions do sal podem ter sido
resolubilizados e induzido um efeito de salting out durante a etapa de absorcéo
de plastificante. Esse fenbmeno pode ter contribuido para a separacdo de
dominios ricos em queratina e em NaCl-glicerol, devido ao aumento da interacéo
queratina-queratina promovida pelo sal.

A Figura 5.10 mostra os espectros ATR-FTIR das penas de frango e dos
filmes de queratina. Assim como nos espectros ATR-FTIR das queratinas
precipitadas (Figura 5.4), os filmes também apresentaram as quatro bandas
caracteristicas de queratina. Ao ser comparada com a pena de frango, a banda
da Amida | dos filmes apresentou um deslocamento em direcdo a numeros de
onda mais baixos (red-shift). O mesmo fendbmeno também foi observado para os
precipitados e € uma indicacdo que houve um aumento na proporc¢éo de folha-

na microestrutura tanto nas queratinas precipitadas quanto dos filmes.

Amida Il (By-y, Vo-n) -------1 Amida lll (ve-y)

Amina A Amida | (Veog) ---=--==--==--=1 | 8ey | Salde Bunte (vso)

-------

(VN-H, Vo-n)

Absorbancia Relativa (U.A.)

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
Numero de onda (cm-1)

Figura 5.10 - Espectros FTIR das penas de frango (CCF, preto) e filmes de
queratina precipitada por acido cloridrico (KHA, laranja), acido citrico (KCA,

verde), cloreto de sddio (KSC, vermelho) e acetona (KAT, azul).
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Apesar dos espectros apresentarem um padrdo tipico em proteinas,
existem diferencas notaveis relacionadas a adicdo de glicerol. Os filmes de
queratina apresentaram bandas em 1110 e 923 cm%, que podem ser atribuidas
ao estiramento das ligacbes O-H em alcoois secundarios e a deformacéo
angular das ligacdes O-H, respectivamente [169,170]. O ombro em 995 cm™ e
a banda em 860-850 cm™ podem ser atribuidos as vibracdes de C-C da cadeia
principal do glicerol [170], enquanto o ombro observado em 1420-1400 cm™ pode
ser atribuido as vibracdes de deformacao das ligacbes C-O—-H [169]. O aumento
da absorbancia nesses numeros de onda pode ter sido causado pela
incorporacdo do glicerol. A banda em 1025 cm, que foi atribuida ao estiramento
simétrico das ligacbes S=0O do sal de Bunte [127,136], foi sobreposta para o0s
filmes de queratina. A banda vs=o se apresentou como um ombro de outra banda
localizada entre 1080 e 1000 cm™, que possivelmente estd associada a
deformacédo angular das ligacées O—H do glicerol.

A intensidade da banda Amida A é principalmente afetada pelas vibracdes
do estiramento de grupos N—-H que interagem por ligacdes de hidrogénio [14].
Como essa banda ndo é significativamente afetada pela conformacdo da
estrutura principal do polipeptideo, € possivel associar a sua intensidade com a
quantidade de ligacGes de hidrogénio que o material faz com moléculas de 4gua
[78]. Dada a maior absor¢cdo observada nessa regido, é possivel sugerir que 0s
filmes de queratina plastificados com glicerol apresentaram maior hidrofilicidade.
Além disso, o formato dessa banda se manteve inalterado em comparac¢ao com
0 espectro das penas de frango, confirmando que a ureia foi essencialmente
removida da queratina antes da termo-prensagem dos filmes.

A cristalinidade desempenha um papel importante nas propriedades
mecéanicas de polimeros semicristalinos [66,115] e, portanto, o grau de
cristalinidade dos filmes foi avaliado tanto por DRX quanto por ATR-FTIR.
Conforme mostrado na Figura 5.11, os filmes de queratina apresentaram
padrbes de difracdo semelhantes aqueles obtidos por DRX das queratinas
precipitadas (Figura 5.3). O padrao semicristalino com duas reflexdes largas em
angulos de difracéo de 9° e 20°, podem ser atribuidos as estruturas secundarias

de hélice-a e folha-B, respectivamente [61,84,138]. Assim como para 0S
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precipitados, os padrbes de difracdo dos filmes mantiveram menor intensidade
do pico em 9°, sugerindo que o processamento da queratina ndo permitiu a
recristalizacdo total da estrutura de hélice-a, presente anteriormente nas penas
de frango.

A perda da estrutura de hélice-a também tem sido relatada na literatura
para filmes de queratina extraidas tanto por sulfitolise [168] quanto por métodos
de reducéo [61]. Este fendbmeno € geralmente associado a quebra de ligacbes
dissulfeto [154], e ndo aos métodos de precipitacdo. Entretanto, é importante
ressaltar que o glicerol também aumenta o volume livre entre as cadeias

poliméricas, o que poderia interferir na dinamica de cristalizacdo do material.

X, = 21,2%

X, = 22,6%

X, = 21,4%

X, =22,7%

Intensidade Relativa (U.A.)

X. = 38,7%

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Angulo de Difracéo 26 (°)
Figura 5.11 - Padrbes de difracao de raios-X das penas de frango (CCF, preto)

e filmes de queratina precipitada por acido cloridrico (KHA, laranja), acido citrico
(KCA, verde), cloreto de sadio (KSC, vermelho) e acetona (KAT, azul).
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O pico de difracdo correspondente a estrutura de folha-B apresentou
alargamento assimétrico em direcdo a angulos de difracdo mais altos, como
também observado para o0s precipitados. Esse alargamento pode estar
relacionado a presenca de um halo amorfo sobreposto em 25°, conforme
relatado por Xie et al. (2005) em seu estudo sobre queratina de 1& amorfa [124].
Além disso, Azmi et al. (2018) associaram esse pico mais amplo a sobreposi¢ao
do pico de folha-B e de dobra-f3, uma estrutura secundaria considerada amorfa
[171]. Embora o motivo desse alargamento ainda esteja em aberto pela literatura,
a cristalinidade da amostra seria reduzida em ambos os casos. O filme KSC néo
apresentou picos de difracdo referentes ao NaCl, como observado para os
precipitados. Entretanto, estes ions ainda podem estar dispersos pela matriz do
polimero ou associados aos residuos de aminoacidos carregados, como o acido
aspartico e glutamico (Figura 2.2).

O grau de cristalinidade e as fracdes de estrutura secundaria foram
obtidos pelo método de deconvolucéo a partir dos resultados de DRX e FTIR. Os
resultados foram listados na Tabela 5.3 e as deconvolugdes estéo disponiveis
no Apéndice G. A espectroscopia FTIR é capaz de estimar a cristalinidade de
proteinas, devido a caracteristica da banda Amida | ser majoritariamente
influenciada pela vibracdo das estruturas secundarias da proteina em vez dos
grupos laterais de seus aminoacidos [78]. Deste modo, essa banda é
amplamente utilizada para andlise da estrutura secundaria a partir da técnica de
deconvolucdo com curvas gaussianas/lorentzianas.

Ambos os métodos indicaram que tanto os precipitados quanto os filmes
apresentaram menor cristalinidade em comparacédo com as penas de frango. As
queratinas perderam entre 40 e 50% de sua cristalinidade, o que pode ser
atribuido predominantemente pela desestabilizacdo da estrutura hélice-a apos a
sulfitolise, como discutido anteriormente. Os filmes de queratina apresentaram
grau de cristalinidade ligeiramente superior ao das particulas, porém ainda bem
inferior ao das penas. O processamento pode ter contribuido para esse leve
aumento de cristalinidade dos filmes, em que a temperatura elevada da termo-
prensagem pode ter permitido a reorganiza¢cédo das cadeias poliméricas, ja que
se encontra acima da temperatura de transi¢ao vitrea da queratina [139].
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Tabela 5.3 - Comparacéo das fracdes de estrutura secundaria e cristalinidade
entre as metodologias de deconvolucdo. Penas de frango (CCF) e queratinas
precipitadas (Prec.) ou em filme por acido cloridrico (KHA), acido citrico (KCA),
cloreto de sédio (KSC) e acetona (KAT).

FTIR DRX

Amostra Hélice-a Folha-B  Xc Hélice-a Folha-B  Xc

CCF 17,6 23,3 41,0 16,2 22,6 38,7
Prec. KHA 4,5 12,6 171 4.4 14,5 18,9
Prec. KCA 4,3 13,0 17,3 3,6 14,5 18,2
Prec. KSC 4,6 13,0 17,5 1,8 15,6 17,4
Prec. KAT 2,0 14,7 16,8 3,2 14,3 17,5
Filme KHA 5,5 14,4 20,0 4,3 18,4 22,7
Filme KCA 5,8 14,6 20,5 3,2 18,2 214
Filme KSC 6,4 14,9 21,3 4,3 18,3 22,6
Filme KAT 8,6 14,3 22,9 4,0 17,2 21,2

5.5 Propriedades fisicas dos filmes biodegradaveis

A resisténcia a tracdo, alongamento na ruptura, modulo de elasticidade e
tenacidade estdo apresentados na Tabela 5.4. A resisténcia a tracao
permaneceu estatisticamente similar para todas as amostras. Por outro lado, o
alongamento na ruptura, o moddulo elastico e a tenacidade dos filmes
dependeram estatisticamente do método de precipitacao.

As queratinas KHA e KCA resultaram em filmes mais rigidos e menos
elasticos. Essas propriedades mecanicas podem ser atribuidas a presenca de
ligacbes ibnicas entre as cadeias de queratina devido ao mecanismo de
precipitacdo isoelétrica (Figura 2.9). Neste método de precipitacdo, o pH da
solucéo de sulfitdlise é ajustado para ser igual ao pl da proteina. Neste pH, a
carga liquida das cadeias de queratina se aproxima de zero, resultando em uma
diminuicdo da repulsdo eletrostética entre as cadeias proteicas. Esta condi¢éo
permite a atracdo eletrostatica entre os grupos carregados positivamente e

negativamente nas superficies das proteinas, ocasionando sua aglomeracéao.
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Para os filmes KCA, qualquer acido citrico residual também poderia ter
formado ligagBes cruzadas covalentes através da esterificacdo em altas
temperaturas [167], limitando a mobilidade das cadeias de queratina e
aumentando a fragilidade mecanica dos filmes. Por outro lado, o HCI ndo tem
efeito reticulante em proteinas devido ao carater monovalente do ion CI. Assim,
o menor alongamento na ruptura do filme KCA em relacdo ao filme KHA pode

ser explicado pelo possivel efeito reticulante de acido citrico residual.

Tabela 5.4 - Propriedades mecénicas dos filmes de queratina de penas de frango
a 25 °C e 54% de umidade relativa. Resisténcia a tracdo (outs), alongamento na
ruptura (€oreak), mModulo elastico (E) e tenacidade (Urt). Médias acompanhadas
pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo método de Tukey (p >
0,05).

Amostra outs (MPa) Ebreak (%0) E (MPa) Ut (MJ/m3)
KHA 11,7 + 2,5% 22,3+8,020 4129+1157% 2,3+1,3%
KCA 11,3+1,7% 9,6 + 3,5° 468,2 £ 99,62 1,4 +0,22
KSC 12,4+1,82 56,3+ 5,7¢ 210,2 + 48,0° 5,0+0,9°
KAT 8,7+1,1° 74,1 + 3,34 41,3 +5,0° 3,6 + 0,6

Os filmes KSC e KAT apresentaram maior comportamento plastico, como
indicado pelos maiores €meak € mMenores modulos de elasticidade. Esse
fendbmeno pode ser atribuido a predominancia de interacdes de van der Waals
entre as cadeias, presenca de cadeias de maior massa molar e indice de
polidispersividade ligeiramente maior. As interagdes de van der Waals entre as
regibes hidrofébicas da proteina foram formadas durante a precipitagéo,
resultando em um material mais flexivel devido a menor energia de ligacdo em
comparacao com as ligacdes idnicas presentes nas amostras KHA e KCA. Além
disso, a liberdade de uma cadeia polimérica tende a aumentar com 0 seu
comprimento, ja que um maior numero de rotacdes das ligacdes da cadeia seria
permitido. Por outro lado, um indice de polidispersividade maior aumenta a
mobilidade das cadeias poliméricas, devido ao aumento do volume livre causado

pelas cadeias mais curtas [36,62]. Portanto, a maior mobilidade molecular,
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combinada com a adi¢&o de glicerol, contribuiu para a producéo de filmes menos
rigidos que foram capazes de maiores alongamentos. Curvas de tracao tipicas

dos filmes de queratina se encontram na Figura 5.12.
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Figura 5.12 - Curvas de tracdo tipicas dos filmes de queratina precipitada por

acido cloridrico (KHA, laranja), acido citrico (KCA, verde), cloreto de sodio (KSC,

vermelho) e acetona (KAT, azul).

As propriedades mecénicas dos filmes de queratina obtidos neste trabalho
foram consideravelmente maiores quando comparadas as propriedades de
filmes obtidos por casting de solucéo reportados na literatura [22,132]. Devido a
alta temperatura, o processamento de termo-prensagem pode ter rearranjado as
ligacdes dissulfeto [36,150]. Além disso, residuos livres de cisteina que
permaneceram quebrados apds a extracdo também poderiam se reoxidar com
maior rapidez em novas ligagbes cruzadas [36,150]. Essas caracteristicas da
termo-prensagem podem ter contribuido para a producao de filmes de queratina
mais compactos e reticulados com propriedades mecéanicas superiores em
comparagao com os produzidos por casting de solugéo (Tabela 2.2).

Os filmes de queratina demonstraram transparéncia e um aspecto visual
excepcional em comparacdo com filmes de queratina reportados na literatura

(Figura 5.8). N&o foi observado nenhuma rachadura ou particulas insoltveis na
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superficie do filme. Os resultados da colorimetria estdo apresentados na Tabela
5.5, juntamente com os resultados comparativos de penas de frango com e sem
branqueamento oxidativo obtidos por Tesfaye et al. (2017) [11]. Todas as
amostras apresentaram alta transparéncia, acima de 85%, e parametros de cor
semelhantes aqueles obtidos pelo branqueamento da pena de frango. Os filmes
de KHA e KCA exibiram um leve tom amarelado, identificado pelo maior valor da
coordenada cromatica +b (amarelo). Essa caracteristica foi muito mais sutil nos
filmes de KSC e praticamente ausente nos filmes de KAT, ambos incolores a

olho nu.

Tabela 5.5 - Pardmetros de cor no sistema CIELab dos filmes de queratina e
resultados comparativos de residuo de pena de frango antes e apés a purificacdo
com NaClO ou H202. Luminosidade (L), transparéncia (T), e coordenadas
cromaticas a (a < 0, verde) e b (b > 0, amarelo). Médias acompanhadas pela

mesma letra ndo diferem significativamente pelo método de Tukey (p > 0,05).

Amostra L a b T (%)

KHA 850+0,62 -1,6+0,12 8,0+0,9% 86,9+0,42

KCA 853+0,52 -1,7+0,12 79+05% 86,3+0,82

KSC 876+0,7° -1,1+0,0° 4,7+0,1° 86,6 + 0,42

KAT 88,3+0,6° -0,8+0,1° 2,6 +0,3¢ 91,1+1,1°
Residuo [11] 75,4 2,8 19,6 -
Pena (NaClO) [11] 92,3 0,1 4,0 -
Pena (H202) [11] 94,6 0,4 5,9 -

A coloracdo amarelada observada em queratinas precipitadas
isoeletricamente (KHA e KCA) pode ser atribuida a varios fatores. O acido citrico
e 0 acido cloridrico podem ter causado hidrélise acida da queratina durante a
precipitacdo. Essa condicdo acida pode ter degradado alguns aminoacidos e
formado compostos de dupla ligagdo que atuam como cromoéforos amarelos
[172]. E importante ressaltar ainda que o parametro b é bem inferior ao
encontrado nas penas do residuo antes de um processo de branqueamento.
Dependendo do perfil de aminoacidos da queratina, a termo-prensagem

também pode ter causado o amarelamento por degradacdo térmica. A
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decomposicdo da cisteina e da tirosina, bem como a oxidac&do do triptofano,
ocorre em altas temperaturas. Essas reagfes levam a formacdo de croméforos
amarelos, como a quinurenina pela oxidagdo do triptofano, que ocorre em
poucos minutos de exposicdo a altas temperaturas [173]. O amarelamento por
termo-prensagem também foi observado por Katoh et al. (2004) ao utilizar
queratina de 1& de ovelha produzida por sulfitélise, mas purificada por dialise
[150]. © mesmo fendmeno também foi observado para a queratina de cabelo
quando exposta a uma temperatura de 81°C por varias horas [174].

O filme KAT apresentou a maior transparéncia, provavelmente associada
a auséncia de degradacdo durante a precipitacdo e processamento. O mesmo
poderia ter sido dito para os filmes KSC, porém a presenca de uma estrutura
bifasica, como observado na Figura 5.9c, possivelmente causou o espalhamento
da radiacao incidente, interferindo nas propriedades 6ticas do filme.

A Figura 5.13 mostra os espectros UV-Vis dos filmes de queratina. Todas
as amostras apresentaram transparéncia para os comprimentos de onda na
regido do visivel, porém forte absor¢cdo de radiagcdo ultravioleta. A absorcao de
radiacdo UV pode ser atribuida aos aminoacidos da queratina que possuem
grupos cromoforos, geralmente ligacBes insaturadas de aminoacidos
aromaticos. Os croméforos mais significantes que absorvem radiacdo UVB séo
0s aminoacidos tirosina (Amax = 275 nm) e triptofano (Amax = 280 nm), além da
fenilalanina (Amax = 255 nm) em menor intensidade [175,176]. Esses aminoacidos
representam mais de 7% da composicdo de aminoacidos da queratina e
contribuem intensamente para a propriedade de barreira a radiagcdo UV. De
maneira geral, os filmes de queratina apresentaram 6tima transparéncia a luz
visivel e boa barreira contra UVA e UVB, sendo excelentes candidatos para

embalagens de produtos sensiveis a luz, como alimentos e farmacos [177].
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Figura 5.13 - Espectros de absorcdo UV-Vis dos filmes de queratina.

Absorbancia maior que 2 representa uma transmitancia menor que 1%.

A estabilidade em contato com agua € uma propriedade crucial para a
aplicabilidade de filmes biodegradaveis como embalagens, como os produzidos
a base de polissacarideos e proteinas. Normalmente, estes filmes sdo sollveis
em agua, limitando o seu uso em diversas aplicacdes. Os filmes de queratina
foram insolUveis em agua e apresentaram uma capacidade de absorcéo de agua
(Uw) semelhante de aproximadamente 27%, exceto o filme KAT, que apresentou
uma Uw de 11%, conforme mostrado na Tabela 5.6. A menor absorcéo de agua
do filme KAT pode ser atribuida ao ambiente quimico durante a precipitacdo, no
qual a adigao de acetona reduziu significativamente a constante dielétrica (&r) do
sistema. Esse ambiente quimico mais apolar pode ter contribuido para a
exposicdo de regides hidrofébicas da proteina, o que diminuiria a interacdo da
queratina com a agua. Apés 24 horas de imersdao dos filmes, as solucdes
aguosas continuaram neutras, indicando que ndo houve a liberacdo de
compostos que alterariam o pH da solucdo, em especial para os filmes

precipitados com HCI e &cido citrico.
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Tabela 5.6 - Estabilidade em agua dos filmes de queratina de penas de frango.
Teor de umidade (M), capacidade de absor¢édo de agua (Uw) e solubilidade em
dgua (Sw). Meédias acompanhadas pela mesma letra ndo diferem

significativamente pelo método de Tukey (p > 0,05).

Amostra M (%) Uw (%) Sw (%)
KHA 7,1 +0,52 27,2 +6,82 12,9+1,02
KCA 7,5+0,92 26,1 + 5,72 16,2 + 2,62
KSC 14,1 +1,1° 27,7+ 452 28,7 +1,2°
KAT 11,1 +1,2°¢ 10,7 + 3,4° 28,8 £ 3,7°

Em relacdo a solubilidade em agua, os filmes KHA e KCA perderam cerca
de 14% de sua massa, enquanto os fiimes de KSC e KAT apresentaram
aproximadamente 28% de massa soluvel. Grande parte da massa soluvel das
amostras pode ser atribuida a perda de glicerol, o qual seria removido do filme
apos o inchamento do material e a entrada de agua. Devido a predominéancia de
ligacdes de van der Waals e indice de polidispersividade ligeiramente maior,
pode-se sugerir que as amostras KSC e KAT apresentaram uma estrutura mais
permedvel a entrada de 4gua e remocao de glicerol. Esta mesma tendéncia foi
observada para os resultados de umidade, em que os filmes KSC e KAT
apresentaram maior teor de umidade (14,1 e 11,1%, respectivamente) do que 0s
filmes KHA e KCA (7,1 e 7,5%, respectivamente).

Apesar da adicdo de 20% (m/muwta) de glicerol, todos os filmes termo-
prensados apresentaram menor Uw e Sw em comparacdo com aqueles
produzidos por casting de solugédo, mesmo sem adic&o de plastificante. Song et
al. (2017) relataram 120% de capacidade de absorgéo de agua, enquanto Moore
et al. (2006) relataram 30,7 + 1,5% de massa soluvel, ambos a partir de filmes
de queratina pura produzidos por casting de solucao [132,178].

A hidrofilicidade dos filmes de queratina foi avaliada por medicdes de
angulo de contato, como pode ser visto na Figura 5.14. Todos os filmes
apresentaram comportamento hidrofilico, com angulos de contato inferior a 90°.
A hidrofilicidade dos filmes de queratina pode ser consequéncia tanto da adicéo
de glicerol quanto da natureza da extracdo. A sulfitélise converte residuos de
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cisteina em sal de Bunte (-S-SOz3’) que, aliado aos grupos hidroxilas (—OH) do
glicerol, aumentam a afinidade da queratina com a agua. O filme KAT exibiu o
maior angulo de contato (52,5 + 3,1°) ap6s 60 segundos em comparagdo com
as outras amostras. Os filmes KHA e KSC apresentaram angulos de contato em
torno de 46°, enquanto os filmes KCA mostraram maior espalhamento da gota
de agua (37,3 £ 2,3°). Esses resultados sdo consistentes com a capacidade de
absorcdo de agua, sendo que os filmes KAT também demonstraram maior
hidrofobicidade.
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Figura 5.14 - Angulo de contato dinAmico entre gotas de agua de 5 pL e as
superficies dos filmes KHA (laranja o), KCA (verde m), KSC (vermelho ¢) e KAT

(azul A). As imagens da esquerda para a direita sdo quadros individuais em 1,

10, 60 e 120 segundos, respectivamente. Médias acompanhadas pela mesma

letra ndo diferem significativamente pelo método de Tukey (p > 0,05).
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Os resultados apresentados nesta se¢cdo demonstram que a valorizacao
dos residuos de penas de frango por meio da producao de filmes termoplasticos
de queratina foi alcancada com sucesso. Os filmes apresentaram alta
transparéncia a luz (T > 85%), 6tima barreira contra UVA e UVB, menor
solubilidade em agua e maiores propriedades mecéanicas em comparacdo com
resultados da literatura. De modo geral, a precipitagdo KAT resultou em filmes
de queratina com melhor balanco de propriedades, especialmente no que tange
a maior flexibilidade e plasticidade para um mesmo nivel de resisténcia

mecanica, conforme revelado por testes de tracao.
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6 CONCLUSOES

As principais conclusdes desta tese de doutorado podem ser

estabelecidas da seguinte forma:

v Foi possivel obter queratina de pena de frango por meio da sulfitélise e os
diferentes métodos de precipitacéo. A precipitacdo com solvente organico
se mostrou o mais eficaz em precipitar queratina diretamente da solucéo
de sulfitdlise, sendo uma recuperacdo comparavel as realizadas com
membranas dialise mais rigorosas (MWCO < 8 kDa). A precipitacdo com
acetona e salting out recuperaram fracées de queratina com maior massa
molar, o que € determinante para producdo de filmes plasticos com

melhores propriedades fisicas.

v" A avaliacao do ciclo de vida mostrou que a precipitacdo com acetona tem
as menores pegadas ambientais, principalmente quando o solvente
organico € reciclado acima de 50%. As etapas de pecuaria, pré-
tratamento e sulfitélise foram as que mais contribuiram para a pegada
ambiental. Dentre os fluxos de entrada, o uso de agua, energia, ureia,
alcool e acetona foram os principais gargalos ambientais da producéo de

queratina.

v" A valorizacao dos residuos de penas de frango provenientes da industria
avicola foi alcancada por meio da producédo de filmes termoplasticos de
queratina. As propriedades fisicas dos filmes de queratina foram
dependentes do método de precipitacdo devido ao efeito que o agente
precipitante exerce sobre a fisico-quimica das cadeias poliméricas da

gueratina.
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Em suma, foi demonstrado que a precipitacdo pode ser uma purificacdo
de queratina mais rapida e de baixo custo em comparacdo a didlise. Para a
precipitagdo com solventes orgéanicos, os subprodutos gerados durante a
extracdo e precipitacdo seriam capazes de serem reciclados. Portanto, este
estudo contribuiu para o desenvolvimento tecnolédgico de filmes de queratina de

baixo custo, ecoldgicos e escalonaveis.
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7 SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

X/
°e

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Avaliar o efeito dos agentes de extracdo e desnaturantes nas
caracteristicas estruturais e morfolégicas da pena de frango em funcéo do
tempo de extracdo. Técnicas como a microtomografia de raios-X
poderiam ser aplicadas para se obter insights sobre os mecanismos de
inchamento da pena de frango que permitiriam a entrada dos agentes na

estrutura compacta da pena de frango.

Analisar os efeitos de outros agentes de precipitacdo na recuperacdo da
gueratina. Avaliar a combinac&o de métodos de precipitacdo com o intuito

de obter um efeito sinérgico relevante para o rendimento.

Verificar os efeitos que a precipitacdo teria quando a queratina é
solubilizada pelo método de reducéo. A instabilidade dos grupos sulfidrila
pode interferir nos mecanismos de precipitagdo, assim como nas

caracteristicas da queratina.

Avaliar as propriedades do filme de queratina quando produzidos com
plastificantes menos polares que o glicerol. O uso de plastificantes mais
apolares podem aumentar a estabilidade em agua do filme.
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APENDICE A

Apéndice A - Definigcbes dos Termos de Trabalho

Termo

Aminoacido

Peptideo

Proteina

Residuo de aminoacido

Ligacao peptidica

Ligacao dissulfeto

Estrutura priméria

Estrutura secundaria

Estrutura terciaria

Estrutura quaternaria

Hélice-a

Folha-3

Descricdo do termo

Compostos organicos contendo grupo amina e
carboxila; Blocos construtores das proteinas

Cadeia curta de aminoéacidos unidos por
ligagbes peptidicas

Macromolécula formada por sequéncias
especificas de amino&cidos

Refere-se a um aminoacido dentro de uma
sequéncia de aminoacidos de uma proteina

Ligacao covalente formada entre o grupo
carboxila de um amino&cido e o grupo amina
de outro, formando uma amida

Ligacao covalente forte entre dois atomos de
enxofre (-S-S-), formada pela oxidagéo de
grupos tiol (-SH) em cisteinas adjacentes em
proteinas

Sequéncia linear de aminoacidos em uma
proteina

Arranjos locais das cadeias proteicas em
estruturas ordenadas (hélices ou folhas)

Dobramento tridimensional completo de uma
proteina

Organizagéo espacial resultante da interagéo
entre subunidades de proteinas

Estrutura secundaria de proteinas, com cadeia
polipeptidica enrolada em formato helicoidal

Estrutura secundaria de proteinas, com
cadeias polipeptidicas adjacentes dispostas
em laminas ou folhas pregueadas
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Dobra-

indice de Hidropatia (IP)

Zwitterion

Salting in

Salting out

Potencial hidrogenibnico
(pH)

Queratina

Sulfitélise

Polimero biodegradavel

Polimero termoplastico

Engenharia de tecido

Estrutura secundaria de proteinas, com
cadeias polipeptidicas mudando direcédo

Parametro que avalia a hidrofobicidade (IP >
0) ou hidrofilicidade (IP < 0) de um aminoacido
guando pertencente a uma sequéncia de
aminoacidos de uma proteina

Uma molécula que possui grupos carregados
positivamente e negativamente, porém se
apresenta eletricamente neutra

Processo em bioquimica onde a solubilidade
de proteinas é aumentada pela adicdo
controlada de ions (sal) a uma solu¢édo aquosa

Processo em bioquimica onde a solubilidade
de proteinas é reduzida ao adicionar altas
concentragdes de sais a uma solugéo aquosa

Escala logaritmica da concentracdo molar de
cations hidroxénio (H* ou H3O"), indica se uma
solucao é acida (pH < 7), neutra (pH =7) ou
basica (pH > 7)

Proteina fibrosa e rica em cisteina,
responsavel pela formacéo de diversos
tecidos externos de organismos (pena, pelos,
unhas, chifres, etc.)

Reacdo quimica de quebra de uma ligacéo
dissulfeto (-S—-S-)

Material composto por macromoléculas que
podem ser decompostas naturalmente por
microrganismos em condi¢cOes adequadas

Um material polimérico que amolece e pode
ser moldado repetidamente quando aquecido
e solidifica quando resfriado

Campo da engenharia biomédica que usa uma
combinacdo de engenharia, materiais, células
e fatores bioquimicos e fisico-quimicos
adequados para restaurar, manter, melhorar



Hidrogel

Scaffolds

Processo de Haber-
Bosch

Reforma a vapor

Dalton (Da)

Quilodalton (kDa)

kg PM2,5 eq.

ton oil eq.

ton 1,4-DCB

kg P eq.

ton CO2 eq.

MBq Co-60 eq.
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ou substituir diferentes tipos de tecidos
biolégicos.

Material capaz de reter grandes quantidades
de liquido devido a sua rede tridimensional de
cadeias reticuladas

Estruturas de suporte tridimensionais,
frequentemente usadas na engenharia de
tecidos para guiar o crescimento celular e a
regeneracao de tecidos

Processo para producédo de amonia. Envolve a
reacdo de nitrogénio atmosférico (N2) com
hidrogénio (Hz) obtido pela reforma a vapor do
gas natural.

Reacdo endotérmica entre hidrocarboneto de
baixa massa molar, por exemplo metano, e
agua em alta temperatura

Medida de massa molar (1 Da = 1 g/mol)

Medida de massa molar (1 kDa = 1000 g/mol)

Quilogramas equivalentes de particulas
menores que 2,5 um

Toneladas equivalentes de petroleo (oil)
Toneladas equivalentes de 1,4-diclorobenzeno
(1,4-DCB)

Quilogramas equivalentes de fésforo (P)
Toneladas equivalentes de dioxido de carbono
(CO2)

Megabecquerel equivalentes de Cobalto-60
(°°Co). Bacquerel corresponde a

desintegracao nuclear por segundo de um
material radioativo
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m?a crop eq.

kg N eq.

kg Cu eq.

kg NOx eq.

kg CFC11 eq.

kg SOz2 eq.

108 m3

m2a de area tempo equivalente

Quilogramas equivalentes de nitrogénio (N)

Quilogramas equivalentes de cobre (Cu)

Quilogramas equivalentes de 6xido de
nitrogénio (NOx)

Quilogramas equivalentes de
triclorofluormetano (CFC11). CFC-11, também
conhecido por fréon, € um gas altamente
inflamavel e um dos responsaveis pela
destruicdo da camada de 0z6nio

Quilogramas equivalentes de dioxido
de enxofre (SO2)

1,000,000 litros de 4gua. Equivalente a uma
piscina semiolimpica (25 x 20 x 2 m)
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APENDICE B

Apéndice B - Equag0bes e curvas de calibracdo das massas molares (MM) da
andlise de SDS-PAGE. Regressao linear yi1 foi utilizada para estimar a massa
molar de bandas que percorreram distancias (x) superiores ou igual a 5% da
altura do gel, enquanto a regresséo linear y2 foi empregada para as bandas que

percorreram até 5%.

-y, =-0,1096x + 2,5228
e R2 = 0,9937

A y, =-0,0112x + 1,9818

S R2 = 0,9802

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Migragao Relativa (%)
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APENDICE C

Apéndice C - Inventério do ciclo de vida da producao de queratina por sulfitolise
e precipitacdo com diferentes agentes precipitantes. Os provedores foram
escolhidos de paises em desenvolvimento, simulando o ambiente brasileiro.
Para a avaliacdo do ciclo de vida, todas as medidas foram proporcionais a

producao de 1 tonelada de queratina.

Escaldagem do frango

Fluxo Quantidade Unidade Provedor
Entradas
Frango para abate 714,28571 g Chicken production. Cutoff, S - GLO
Agua canalizada 100 g Tap water produ(c:ﬂ?:f,f‘cgrlvggtlonal treatment.
Eletricidade, baixa tenséo 0,00211 kWh EIectrjz)i}%/a\ézlfacg]l;etg;fa’rgff)gg?gzztfrr]?en;STeer?]il;r:iﬁ dto low
Saidas
Frango escaldado 814,2857142857 g -
Depenagem do frango
Fluxo Quantidade Unidade Provedor
Entradas
Frango escaldado 814,28571 g Escaldagem do frango
Eletricidade, baixa tensédo 0.00165 kWh EIectri/tg}%/a\éc;lf%glig;ir;sf?én%?g%ﬂtfrr]?ggsr?;?]il;]rrril dto low
Saidas
Frango depenado 664,28571 g -
Residuo de pena de Frango 150 g -
Limpeza e sanitizagdo do residuo de pena de frango
Fluxo Quantidade Unidade Provedor
Entradas
Residuo de pena de Frango 150 g Depenagem do frango
Etfmol, sem agua, em N 394,725 g Sugarcane processing, traditional annexed plant.
solucao 99.7%, fermentagao Cutoff, S - BR
Hipoclorito de séglio, sem 05 g Sodium hypot_:hlorite production, product in 15%
agua, em solugdo 15% solution state. Cutoff, S - RowW
Agua canalizada 5480,0 g Tap water produgﬂ?gf,f,cgrlvggtlonal treatment.
Saidas
Penas de frango, tmidas 200 g -
Residuo da limpeza 5825,225 g -
Secagem da pena de frango
Fluxo Quantidade Unidade Provedor
Entradas
Penas de frango, tmidas 200 g Limpeza e sanitiza¢éo do residuo de pena de frango

Electricity voltage transformation from medium to low

Eletricidade, baixa tensao 45 kwh voltage. Cutoff, S - BR-South-eastern grid
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Penas de frango, secas

Vapor d’agua (Emissao)

Saidas
50 g -
150 g -

Moagem da pena de frango

Fluxo Quantidade Unidade Provedor
Entradas
Penas de frango, secas 50 g Secagem da pena de frango
Eletricidade, baixa tensao 0,00613 kwWh EIeCtr\i;gﬁla\égllt?li;;fé?rgf?én&ggﬂtfr:(_)énasr?;?]iLgr? dto low
Saidas
Penas de frango, moidas 50 g -

Extracdo de queratina por sulfitélise

Fluxo Quantidade Unidade Provedor
Entradas
Penas de frango, moidas 50 g Moagem da pena de frango
Bissulfito de sédio 41,6244 g Sodium hydrogen sulfite production. Cutoff, S - RoW
Ureia 480,48 g Urea production. Cutoff, S - RowW
Agua deionizada 622,898 g Water production, deionized. Cutoff, S - RoW
Eletricidade, baixa tenséo 5,09666 kWh EIeCtr\ig}%/a\ézlf?li;fa’rgf)gg?ggztfr:?en;ST;?]ilg:? dto low
Saidas
Extrato de queratina 1185,0024 g -
Residuo da sulfitélise 10 g -
Precipitacdo de queratina com HCI
Fluxo Quantidade Unidade Provedor
Entradas
Extrato de queratina 1180,53425 g Extracao de queratina por sulfitolise
Acidoe%o;gﬂngsggg/oégua, 5,83328 g Mannheim process. Cutoff, S - RoW
Agua deionizada 3000 g Water production, deionized. Cutoff, S - RowW
Eletricidade, baixa tenséo 0,34666 kWh EIeCtrj,ﬂfé‘é‘;'ﬁ?ﬁé?’?f’éﬁg%ﬂJﬁ?g;sT;ﬂilg:? dto low
Saidas
KHA, néo purificada 16 g -
Residuo d;l_ﬁ&ecipitagéo 4170,36753 g )
Purificacdo da queratina KHA
Fluxo Quantidade Unidade Provedor
Entradas
KHA, néo purificada 16 g Precipitacao de queratina com HCI
Agua deionizada 1800.0 g Water production, deionized. Cutoff, S - RowW
Eletricidade, baixa tensao 0,17333 KWh E'eCtr\ilcci}%’a‘é‘;'_“"cgi;;"gff’ggf‘g‘;:tfg?g;lsr?;ﬂiLérr'i‘ o low
Saidas
KHA, purificada 16 g -
Residuo da purificagdo KHA 1800,0 g -

Fluxo

Liofilizagdo da queratina KHA

Quantidade Unidade Provedor

Entradas
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KHA, purificada 16 g Purifica¢é@o da queratina KHA
Eletricidade, baixa tensao 1,44 kwWh EIeCtr\i/(gﬁla\égllt?li;;fé?rgf?én&ggﬂtfr:(_)énasr?;?]iLgr? dto low
Saidas
KHA, seca 16 g -
Precipitagdo de queratina com &cido citrico
Fluxo Quantidade Unidade Provedor
Entradas
Extrato de queratina 1180,53425 g Extragdo de queratina por sulfitélise
Acido citrico 33,33333 g Citric acid production. Cutoff, S - RoW
Agua deionizada 3000 g Water production, deionized. Cutoff, S - RowW
Eletricidade, baixa tenséo 0,34666 kWh EIectr\i/(;i%/a\gllzlfacguet;][fa}rlssff)én%?ggﬂtfrr]?en;sT;?]il;r:; dto low
Saidas
KCA, néo purificada 17,4 g -
Residuo dzéo’&ecipitagéo 419646758 g )
Purificacdo da queratina KCA
Fluxo Quantidade Unidade Provedor
Entradas
KCA, néo purificada 17,4 g Precipitagdo de queratina com &cido citrico
Agua deionizada 1800,0 g Water production, deionized. Cutoff, S - RowW
Eletricidade, baixa tenséo 0,17333 kWh EIectr\i/(glt%/a\g/]cél.t%glﬁ;;fe?nssff)gﬁggﬂtfrr]?gsr{g:ilg:iw dto low
Saidas
KCA, purificada 17,4 g -
Residuo da purificagdo KCA 1800,0 g -
Liofilizagdo da queratina KCA
Fluxo Quantidade Unidade Provedor
Entradas
KCA, purificada 17,4 g Purificagéo da queratina KCA
Eletricidade, baixa tensédo 1,566 kWh EIectr\i/t:)i}%/a\ézlltaé;l;etg;fe:r;sf?én&gzztfrr]?en;sr?eer?]ilgrrri\ dto low
Saidas
KCA, seca 17,4 g -
Precipitacao de queratina com NaCl
Fluxo Quantidade Unidade Provedor
Entradas
Extrato de queratina 1180,53425 g Extrac8o de queratina por sulfitélise
Cloreto de sédio, p6 200,0 g Sodium chloride prod;%t\i,?ln, powder. Cutoff, S -
Agua deionizada 3000 g Water production, deionized. Cutoff, S - RoW
Eletricidade, baixa tens&o 0,34666 kwh E'eCtr\i/f)i}%’a‘é‘;'f?ig;:rgff’é”x‘g%ztfr:f’g"asr?;ﬂiLé’:? o low
Saidas
KSC, néo purificada 13,85 g -
Residuo dsspcrecipitagéo 4366,68425 g )
Purificacdo da queratina KSC
Fluxo Quantidade Unidade Provedor

Entradas
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KSC, néo purificada 13,85 g Precipitagcdo de queratina com NaCl
Agua deionizada 1800,0 g Water production, deionized. Cutoff, S - RowW
Eletricidade, baixa tens&o 0,17333 kWh EIeCtr\i/(gf{a\églf%’li;;fa}nssf?éngggﬂtfrz?(TaST;?]ilgr? dto low
Saidas
KSC, purificada 13,85 g -
Residuo da purificagdo KSC 1800,0 g -
Liofilizagdo da queratina KSC
Fluxo Quantidade Unidade Provedor
Entradas
KSC, purificada 13,85 g Purificagéo da queratina KSC
Eletricidade, baixa tenséo 1,2465 kWh EIectr\i/(;i%/a\gllzlfacguet;][fa}rlssff)én%?ggﬂtfrr]?en;sT;?]il;r:; dto low
Saidas
KSC, seca 13,85 g -

Precipitagdo de queratina com acetona (x = Recuperagéo de acetona)

Fluxo Quantidade Unidade Provedor
Entradas
Extrato de queratina 1180,53425 g Extragdo de queratina por sulfitélise
Acetona, liquida 2352 (1 - X) g Acetone production, frgrgvilsopropanol. Cutoff, S -
Eletricidade, baixa tensao 0,34666 kWh EIectr\i/(glt%/a\g/]cél.t%glﬁ;;fe?nssff)gﬁggﬂtfrr]?gsr{g:ilg:iw dto low
Saidas
KAT, ndo purificada 39,45 g -
Residuo da precipitacdo 1141,08425 +
KAT 2352 (1 - x) 9 .
Purificacdo da queratina KAT
Fluxo Quantidade Unidade Provedor
Entradas
KAT, nédo purificada 39,45 g Precipitacao de queratina com acetona
Agua deionizada 1800,0 g Water production, deionized. Cutoff, S - RowW
Eletricidade, baixa tenséo 0,17333 kWh EIeCtrj,ii%;égfgﬁ;fﬁ??gﬁggﬂtfr:?g;lsT;?,ilg:? dto low
Saidas
KAT, purificada 39,45 g -
Residuo da purificagdo KAT 1800,0 g -
Liofilizagdo da queratina KAT
Fluxo Quantidade Unidade Provedor
Entradas
KAT, purificada 39,45 g Purificagéo da queratina KAT
Eletricidade, baixa tensdo 3,5505 kwWh EIeCtrjg}é‘ég'ﬁ?&;ﬁ??gg?g%ﬂtfr:?ergsr?;ﬂiLgrri] dto low
Saidas
KAT, seca 39,45 g -
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APENDICE D

Apéndice D1 - A distancia de migragdo do SDS-PAGE. A migracédo, ou distancia
percorrida de cada banda, € relativa a altura do gel. As migracdes relativas do
padrdao foram utilizadas para calcular a curva de calibracdo do Apéndice B e

estimar a massa molar das bandas desconhecidas.
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Apéndice D2 - Andlise de intensidade do SDS-PAGE. Cada faixa do gel (direita)
esta acompanhado (esquerda) da curva de intensidade de cor da banda (x,
largura) em funcdo da distancia de migracdo das moléculas (y, altura). A
intensidade de cor das bandas é relativa a concentracédo de proteina na regiao
e, portanto, é possivel estimar a fracdo massica de moléculas a partir da area
dos picos. A raz&o entre a &rea da intensidade de uma banda pela area total das

bandas é equivalente a massa de moléculas pertencentes aquela banda.
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APENDICE E

Apéndice E - Perdas de massa e temperatura de degradacao (Tonset) das penas
de frango e queratinas precipitadas com acido cloridrico (KHA), &cido citrico
(KCA), cloreto de sodio (KSC) e acetona (KAT).

Perda de massa (%) Estabilidade
Amostra Umidade 1250' 47%)0- Cinzas Tonset (°C)
CFF 6,1 54,2 35,9 2,3 236,7
KHA 4,7 60,1 31,5 3,7 144,0
KCA 3,3 65,1 32,3 0,0 138,5
KSC 3,5 57,6 25,2 13,8 150,9

KAT 3,6 64,6 31,8 0,0 152,4




128



APENDICE F

129

Apéndice F1 - Categorias de impacto ambiental em valores absolutos da

producdo de 1 tonelada de queratina precipitada com acido cloridrico (KHA),

acido citrico (KCA), cloreto de sédio (KSC) e acetona (KAT).

Categoria de impacto ambiental Unidade KHA KCA KSC KAT
Formacao de particulados kg PM2,5 eq. 7215 694,3 836,2 537,9
Escassez de recursos fésseis ton oil eq. 76,9 73,6 88,8 133
Ecotoxicidade de &gua doce ton 1,4-DCB 10,1 10,1 12,1 11,8
Eutrofizagdo de agua doce kg P eq. 63,6 63 75,1 65,5
Aguecimento global ton CO; eq. 328,1 315,3 379,1 331,9
Toxicidade humana carcinogénica ton 1,4-DCB 13,1 12,9 15,7 14,9
Toxicidade humana ndo ton 1,4-DCB 176.4 175 2106 2166
carcinogénica
Radiacao ionizante MBq Co-60 eq. 34,1 32 39,1 20
Uso de terra 10° m2a crop eq. 124 116,6 143,2 52
Ecotoxicidade marinha ton 1,4-DCB 12,5 12,5 15 15
Eutrofizagdo marinha kg N eq. 296,7 277,8 343,1 123,9
Escassez de recursos minerais kg Cu eq. 1172,6 1253,6 1398,5 1736,1
E;ﬂ?ﬁgnﬁ‘:n‘;amada de ozdnio, kg NO eq. 6964 6712 8074 8547
Efg;g&?gn?gscg’:‘égﬁsse oz6nio, kg NOy eq. 7191 692,4 8336  1001,6
Deplecao do oz6nio estratosférico kg CFC11 eq. 1,9 1,8 2,2 0,8
Acidificacéo terrestre kg SO; eq. 2930,1 2785,7 3386,7 1783,3
Ecotoxicidade terrestre ton 1,4-DCB 514,7 500,3 599,8 546,5
Consumo de agua 10°md 26,7 24,8 30,6 13,1
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Apéndice F2 - Categorias de impacto ambiental em valores absolutos da
producéo de 1 tonelada de queratina precipitada com acetona (KAT) e o impacto
de sua reciclagem de 25 (KAT_25), 50 (KAT_50), 75 (KAT_75) e 90% (KAT_90)

do volume utilizado.

Categoria Unidade KAT KAT_ 25 KAT_50 KAT_75 KAT_90
Formacéo de particulados kg PM2,5 eq. 537,9 480,5 423,1 365,7 331,3
Escassez de recursos fosseis ton ail eq. 133 108,3 83,5 58,8 44
Ecotoxicidade de 4gua doce ton 1,4-DCB 11,8 9,9 8,1 6,2 51
Eutrofizagdo de agua doce kg P eq. 65,5 55,8 46,1 36,4 30,6
Aquecimento global ton CO; eq. 331,9 285,3 238,6 192 164
Toxicidade humana carcinogénica ton 1,4-DCB 14,9 12,6 10,3 8 6,6
Toxicidade humana ton 1,4-DCB 216,6 181,4 146,2 111 89,9
ndo carcinogénica
Radiacéo ionizante MBq Co-60 eq. 20 19 18 17 16,4

3 2

Uso de terra 10 ”;;‘ crop 52 51,7 51,4 51,1 50,9
Ecotoxicidade marinha ton 1,4-DCB 15 12,6 10,3 7,9 6,4
Eutrofizagdo marinha kg N eq. 123,9 123,3 122,6 122 121,6
Escassez de recursos minerais kg Cu eq. 1736,1 1424,1 1112,1 800,1 612,9
Depledo da camada de 0zonio, kg NO, eq 8547 7164 5781 4398 3568
salde humana = ’ ’ ’ ’ '
Deplecdo da camada de ozonio, kg NOy eq. 1001,6 829 656,4 483,8 380,2
ecossistemas terrestres
Deplecéo do oz6nio estratosférico kg CFC11 eq. 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Eutrofizagado terrestre kg SO; eq. 1783,3 1644 1504,8 1365,6 1282
Ecotoxicidade terrestre ton 1,4-DCB 546,5 465,8 385,2 304,5 256,1
Consumo de agua 10°md 13,1 12,8 12,5 12,2 12
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APENDICE G

Este apéndice é destinado as curvas de deconvolucao de picos e bandas
das andlises de DRX e ATR-FTIR. As fra¢gBes das estruturas hélice-a (rosa, ~9°)
e folha-B (azul, ~20°) foram estimadas pela area abaixo de suas respectivas

gaussianas em relacdo a area total modelada.

a) b)
Prec. KHA Experimental Prec. KCA Experimental
2 = 2 =
R?=0,9914 — — —Linha de Base R®=0,9922 — — - Linha de Base
- = = - Amorfo - = - - Amorfo

Intensidade (U.A.)
Intensidade (U.A.)

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Angulo de Difracéo 26 (°) Angulo de Difragéo 26 (°)
c) d)
Filme KHA Experimental Filme KCA Experimental
2 = 2 =
R®=0.9975 — — - Linha de Base R®=0.9963 — — - Linha de Base
- - = = Amorfo - - = - Amorfo

Intensidade (U.A.)
Intensidade (U.A.)

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Angulo de Difracdo 26 (°) Angulo de Difracdo 26 (°)

Apéndice G1 - Deconvolucéo dos padrdes de DRX da queratina precipitada por
(a) acido cloridrico (Prec. KHA) e (b) acido citrico (Prec. KCA), assim como dos
filmes por (c) acido cloridrico (Filme KHA) e (d) acido citrico (Filme KCA).
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c) d
Prec. KSC Experimental Prec. KAT Experimental
2 — . 2=
R?=0,9843 — — - Linha de Base R*=0,9915 — — - Linha de Base
- == - Amorfo - - - - Amorfo
~ R eeee-- Hélice-a =
< } <
=) -]
= Nt
o ()
2 o
c ]
§e) RS
& )
@ c
S Q
- -
£ k=

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Angulo de Difragdo 26 (°) Angulo de Difragéo 28 (°)
c) d)
Filme KSC Experimental Filme KAT Experimental
2 = 2=
R®=0,9965 — — = Linha de Base R*=0,9980 — — = Linha de Base
- - = - Amorfo - - - - Amorfo

Intensidade (U.A.)
Intensidade (U.A.)

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Angulo de Difragio 26 (°) Angulo de Difragéo 26 (°)
e)
CCF Experimental
R2=0,9971

— — - Linha de Base

- = = = Amorfo

~—~~ e
<|fy |\ T Hélice-a
ol A N . T Folha-B8
N
OlfF Y f . N e
_% \ Calculado
=3F FE
=l ol
2
c | o
— ) '

o

Y

[ ,\f‘ ]

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Angulo de Difracao 26 (°)

Apéndice G2 - Deconvolucédo dos padrdes de DRX da queratina precipitada por
(a) NaCl (Prec. KSC) e (b) acetona (Prec. KAT), além dos filmes por (c) NaCl
(Filme KSC), (d) acetona (Filme KAT) e as (e) penas de frango (CCF).
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a b
) Espectro FTIR ) Espectro FTIR
e —-LinhadeB Prec. KHA — — — . LinhadeB Prec. KCA
inha de Base R2 = 0.9987 inha de Base R2 = 0,9991
— - — Desordenada — - — Desordenada
= = = = Folha-8 = = = = Folha-8
2 - - - - Hélice-a 2 — = =~ Hélice-a
R calculado R
el I Al B
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o o
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o o
8 g / .\/
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< =z Cw =2 \\/n— _\_ PR < — e S 225 2 PRS-
P P T R e PRI 2 T A reelcvncmcer e ]
1.720 1.670 1.620 1.570 1.720 1.670 1.620 1.570
NUmero de onda (cm1) NuUmero de onda (cm-1)
C) E FTIR d) E FTIR
1l 1!
e Filme KHA e Filme KCA
inha de Base R? = 0,9993 inha de Base R? = 0,0993
— - — Desordenada — - — Desordenada
= = = = Folha-B = = = = Folha-B8
:::\ = = = = Hélice-a 2 = = = = Hélice-a
S| S|
o | T s |
o [3)
c c
«© «O
2 2
(@] o
3 3
i N/ (Y RNy AN
< Bl ‘S VN | = LK
---------- I Y I I L bl ettt D L L D G A L Lt el
} — } : } —— F—— } —
1.720 1.670 1.620 1.570 1.720 1.670 1.620 1.570
Numero de onda (cm-1) NUmero de onda (cm-1)

Apéndice G3 - Deconvolucédo da Amida | dos espectros de queratina precipitada
por (a) acido cloridrico (Prec. KHA) e (b) acido citrico (Prec. KCA), assim como

dos filmes por (c) &cido cloridrico (Filme KHA) e (d) acido citrico (Filme KCA).
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a) b)
E tro FTIR E tro FTIR
. L_S:ecdm B Prec. KSC . L_Siecdro B Prec. KAT
inha de Base R2 = 0,9967 inha de Base R2 = 0,9989
— - — Desordenada — - — Desordenada
= = = = Folha-8 = = = = Folha-8
2 - - - - Hélice-a 2 — = =~ Hélice-a
I R S [ eeeeeeees
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C) E FTIR d) E FTIR
1l 1!
e Filme KSC e Filme KAT
inha de Base R? = 0,9998 inha de Base R? = 0,9998
— - — Desordenada — - — Desordenada
= = = = Folha-B = = = = Folha-B8
:::\ - - - - Hélice-a 2 = = =~ Hélice-a
3 ......... Calculado 3 .........
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e)
Espectro FTIR
) CCF
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— - — Desordenada '
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Apéndice G4 - Deconvolucado da Amida | da queratina precipitada por (a) NacCl
(Prec. KSC) e (b) acetona (Prec. KAT), além dos filmes por (c) NaCl (Filme KSC),
(d) acetona (Filme KAT) e as (e) penas de frango (CCF).



