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RESUMO

FROTA, Cleilton Sousa. Degradacdo da farinha de pen as em fermentacao
submersa por fungos filamentosos isolados da Restin ga de Guaibim — BA

O Brasil ocupa o segundo lugar no ranking mundial de producéo de carne de frango.
Projecfes mostram que a preferéncia por esta carne no mercado nacional tende a se
elevar nos préximos anos. Durante a producdo da carne de frango sdo geradas
grandes guantidades de penas na etapa de abate das aves. Como forma de manejo,
a industria avicola utiliza as mesmas como matéria-prima reciclavel para formular a
farinha de penas. Esta pode ser aproveitada como racdo para animais, porém,
guando consumida apresenta baixa digestibilidade devido a queratina presente nas
penas. Essa proteina tem como caracteristicas ser estavel e resistente a processos
degradativos. No entanto, queratinases extracelulares secretadas por fungos em
bioprocesso de fermentacdo sdo capazes de hidrolisar as cadeias peptidicas dessa
proteina, o que a torna mais digerivel. Dessa forma, na segunda parte do presente
estudo, nove fungos filamentosos foram utilizados para degradar a farinha de penas
em fermentacdo submersa durante cinco e sete dias de cultivo. Os resultados
mostraram que o0s fungos apresentaram elevado potencial biotecnoldgico na
degradacdo de um subproduto queratinoso da industria avicola. Assim, podem ser
explorados na producdo de compostos com aplicacbes industriais que ajudam a
melhorar a digestibilidade de racdes que contém moléculas complexas como, a

queratina, em sua composicao.

Palavras-chave: agroindustria, biodegradacao, hidrolisados de queratina



ABSTRACT

FROTA, Cleilton Sousa. Degradation of feather meal in submerged fermentation
by filamentous fungi isolated from Restinga de Guai bim — BA

Brazil ranks second in the world ranking of chicken meat production. Projections show
that the preference for this meat in the national market tends to increase in the coming
years. During the production of chicken meat, large amounts of feathers are generated
during the slaughter of birds. As a way of handling, the poultry industry uses them as
recyclable raw material to formulate feather meal. This can be used as animal feed,
however, when consumed it presents low digestibility due to the keratin present in the
feathers. This protein has the characteristics of being stable and resistant to
degradative processes. However, extracellular keratinases secreted by fungi in the
fermentation bioprocess are capable of hydrolyzing the peptide chains of this protein,
which makes it more digestible. Thus, in the second part of the present study, nine
filamentous fungi were used to degrade the feather meal in submerged fermentation
during five and seven days of cultivation. The results showed that the fungi had a high
biotechnological potential in the degradation of a keratinous by-product of the poultry
industry. Thus, they can be explored in the production of compounds with industrial
applications that help to improve the digestibility of diets that contain complex

molecules such as keratin in its composition.

Keyword : agribusiness, biodegradation, keratin hydrolysates
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INTRODUCAO GERAL

A indastria avicola no decorrer da producdo da carne de frango gera
inimeros subprodutos e, dentre eles, as penas se destacam devido a grande
guantidade produzida na etapa de abate das aves. Como forma de manejo, estas por
sua vez passam por processos mecanicos e térmicos para produzir a farinha de
penas. Além de ser uma manobra menos nociva ao meio ambiente, também se trata
de uma forma de aproveitamento, ja que pode ser utilizada como racéo para animais.
No entanto, a queratina contida nas penas proporciona baixa digestibilidade da
farinha de penas (MAPA, 2008; LASEKAN et al., 2013; DAROIT & BRANDELLI,
2014).

Véarios métodos podem ser empregados para degradar substratos
queratinosos, porém, a degradacao realizada em fermentacdo submersa por fungos
filamentosos é uma alternativa viavel e baixo custo que melhora a disponibilidade de
proteinas e os torna mais digerivel. Assim, quando empregados na dieta das aves,
ajuda a reduzir os custos de producdo, pois pode substituir parcial ou totalmente
alguns ingredientes que possuem custo expressivo como, por exemplo, o milho,
principal insumo usado como ingrediente da racdo que tem seu valor de mercado
influenciado por inUmeros fatores, dentre eles, climéticos e cotacédo do ddolar (GUPTA
& RAMNANI 2006; HOLKAR et al., 2018; AGROMOVE, 2019).

Durante a fermentacdo os fungos secretam queratinases extracelulares que
hidrolisam a queratina. A hidrélise ocorre de forma suave, preservando e liberando
componentes nutricionais importantes. Portanto, a degradacao por fungos
filamentosos de residuos nos quais predominam a queratina, se apresenta como uma
alternativa economicamente viavel que contribui na digestibilidade de moléculas
complexas (BOHACZ & KORNILLOWICZ-KOWALSKA, 2019).

Em virtude disso, primeiramente foi realizada uma reviséo bibliografica para
obter na literatura informagbes sobre a producdo brasileira de carne de frango,
queratina e sua composicao, proteases e aplicacdes biotecnoldgicas, assim como as
secretadas por fungos, e na segunda parte nove fungos filamentosos isolados da
Restinga de Guaibim, Bahia, foram utilizados para degradar a farinha de penas em

fermentacao submersa.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Industria avicola brasileira e a farinha de penas

O Brasil ocupa o segundo lugar no ranking mundial de producéo de carne
de frango, atras dos Estados Unidos. Em 2016 a producao brasileira foi de 12,90
milhdes de toneladas, com consumo doméstico de 46 Kg por habitante (CNA, 2016).
Segundo a Avinews Brasil, em 2017 a producado totalizou 13,056 milhdes de
toneladas, crescimento de 1,2%. Em 2019, a producdo brasileira de carne de
frango cresceu 2,3%, o0 que corresponde a 13,9 milhdes de toneladas produzidas
(AVINEWS BRASIL, 2019).

O consumo doméstico em 2019 retraiu 2% e as exportagdes cresceram
entre 4 e 5% (AVINEWS BRASIL, 2019). Algumas projecdes tém sido bem positivas
para industria avicola, isso porque, a producdo, exportacdo e preferéncia pela carne
de frango no Brasil tende a se elevar pelos proximos anos como mostra a Figura 1
(OUTLOOK BRASIL, 2012).

Figura 1 — Oferta e demanda de carne de frango no Brasil no periodo de 2011 a
2022.
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Fonte: Outlook Brasil - projecdes para o agronegacio (2012).



De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2017), no
primeiro trimestre de 2017 foram abatidas 1,48 bilhdo de cabecas de frango, aumento
de 5,1% em relacdo ao ultimo trimestre de 2016. Na comparacdo com 0 mesmo
trimestre do ano anterior, houve aumento de 0,3%, 0 que mostra crescimento no
namero de abates. Nessa etapa, Lasekan et al., (2013) afirmam que, além da carne,
séo geradas visceras, pés, cabecas, 0ss0s, sangue e penas, sendo que, as penas
correspondem aproximadamente a 10% desses subprodutos.

As penas representam de 5 a 10% do peso corpéreo das aves, e, segundo
o Instituto de Pesquisa Econdmica Aplicada (2012), sdo geradas aproximadamente
18,5 toneladas de penas em uma unidade industrial com capacidade de abate médio
de 165 mil aves/dia. Portanto, apds o abate das aves esse subproduto € bastante
abundante e possui forte potencial para causar impactos ambientais.

Segundo a Politica Nacional de Residuos Sélidos, Lei 12.305, de 02 de
agosto de 2010 (BRASIL, 2010)

Na gestdo e gerenciamento de residuos soélidos, deve ser observada a
seguinte ordem de prioridade: ndo geracao, reducéo, reutilizacdo, reciclagem,
tratamento dos residuos sélidos e disposi¢cao final ambientalmente adequada
dos rejeitos.

O objetivo dessa lei € de conscientizar as industrias brasileiras sobre as
gquestdes ambientais e indicar caminhos para a utilizacdo de subprodutos gerados em
suas atividades na forma de residuos como matérias-primas reciclaveis. Dessa forma,
a industria avicola, por meio do processo de coccdo sob pressdo e moagem das
penas, produz a farinha de penas (MAPA, 2008). Essa alternativa se trata de uma
forma de manejo e também de aproveitamento, visto que, a farinha de penas pode ser
empregada na alimentagdo das aves, o que contribui na diminuicdo dos custos de
producdo da industria avicola. Segundo Carvalho (2012) a alimentacdo das aves
representa aproximadamente 70% dos custos de producao.

O Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada (2018) afirma que
os custos de producdo da industria avicola brasileira quando comparado com 2017
tiveram uma elevacao, devido o milho, principal insumo usado como ingrediente da
racao, ter seu preco elevado com a alta do délar em 2018. Por isso, existe interesse
na utilizacdo da farinha de penas para nutricdo animal. Porém, apesar de possuir 84%

de proteina bruta, ser livre de materiais estranhos e microrganismos patogénicos, a



farinha de penas ndo pode ser a unica fonte proteina na alimentacdo dos animais
devido a baixa digestibilidade da farinha de penas ocasionada pela queratina presente
nas penas. A queratina € uma proteina estavel e resistente devido a pontes de
hidrogénio e interacbes hidrofébicas dentro da sua molécula, além das pontes de
enxofre presentes na cistina (ONIFADE et al., 1998; MAPA, 2008; DAROIT &
BRANDELLI, 2014).

Quando a farinha de penas é utilizada como Unica fonte de proteina pode
ocorrer danos a saude dos animais devido a pouca disponibilidade de seus nutrientes.
Dessa maneira, para que seja aplicada como racdo € necessario melhorar a sua
qualidade nutricional. Por isso, € necessario hidrolisar a queratina para tornar seus

nutrientes mais disponiveis aos animais (ROCHA & SILVA, 2004).

2 Queratinas

Queratinas sao polimeros que pertencem a superfamilia de proteinas de
filamentos intermediarios, com caracteristicas estruturalmente fibrosas, insollveis e
recalcitrantes. Além de estar presente nas penas, também pode ser encontrada na,
pele, cabelo, 1a, chifres, cascos, cravinhos, unhas, bicos, entre outros. Todos os
materiais queratinosos possuem uma mistura da alfa (a) e beta (B) queratina. Nas
penas, por exemplo, é possivel encontrar a e 3-queratinas em diferentes partes além
da presenca de queratina amorfa (ONIFADE et al., 1998; MCKITTRICK et al. 2012;
NG et al., 2014; WANG, 2016).

Na a-queratina o esqueleto polipeptidico se dispbe de forma ordenada ao
redor de um eixo helicoidal (a-hélice), estabilizado por pontes de hidrogénio,
contribuindo para a formagéo de uma estrutura bastante rigida. As cadeias de a-hélice
se torcem dando origem aos dimeros, que se juntam para formar os protofilamentos;
em seguida, pares de protofilamentos se associam formando as protofibrilas, as quais
se agregam para formar os filamentos intermediarios de a-queratina. A B-queratina,
por sua vez, apresentam uma conformacdo estendida em folhas B-pregueadas
(Figura 2). Ambas possuem resisténcia mecanica e proteolitica, porém, a B-queratina,
€ mais facilmente degradada do que a a-queratina porque possui bem menos ligacdes

dissulfeto. Os residuos queratinosos, quando degradados, se tornam uma fonte de



proteinas de baixo custo, rica em aminoacidos (ONIFADE et al., 1998; WANG et al.,
2016; MA et al., 2016).

Figura 2. (A) Desenho esquematico da formacdo de filamento intermediario de a-
queratina: (B) Estrutura dos filamentos de B-queratina: modelo bola-e-bastdo da
cadeia polipeptidica e ilustragdo das folhas-B-pregueadas.
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Existem varios métodos que podem ser utilizados para degradar a queratina
e 0s mais conhecidos sdo: hidrélise sob pressdo, hidrélise enzimatica e hidrélise
quimica. Os procedimentos hidrotermais que séo utilizados na hidrélise da queratina
afetam no conteudo nutricional do hidrolisado queratinoso resultante, isto €, ocorre a
perda de aminoacidos termossensiveis, tais como, metionina, lisina, tirosina e
triptofano. Os agentes microbianos sdao mais econdmicos para atuarem no processo
de degradacdo da queratina. O processo de degradacdo enzimatica realizada por
microrganismos ocorre suavemente e preserva aminoacidos essenciais. A hidrolise
enzimatica ¢é predominantemente realizada por proteases (queratinases)
extracelulares, secretadas por microrganismos que utilizam a queratina como
substrato. A maior parte das queratinases depende da queratina como indutor
exodgeno para atuarem (ONIFADE et al., 1998; HOLKAR et al., 2018).

As queratinases atuam em pontos distintos durante a hidrolise da queratina
(Figura 3). As endopeptidases clivam a queratina em regides que ficam distantes das
extremidades amino- e/ou carboxi-terminal, e com isso, geram peptideos maiores; as
exoproteases iniciam o processo de degradacédo a partir das extremidades amino- (N)
elou carboxi-terminal (C), produzindo pequenos peptideos; a dissulfeto redutases
atuam na quebra das ligagcbes de dissulfeto; e as oligopeptidases promovem a

liberacdo dos residuos de aminoacidos (RAO et al., 1998).

Figura 3: Acado sinérgica de endoproteases, exoproteases, oligopeptidases e
dissulfeto redutases no processo de degradacdo da queratina.
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Fonte: LANGE et al., 2016.



As proteases hidrolisam as pontes dissulfeto e a queratina passa a ser
utilizada pelo microrganismo como fonte de nitrogénio e carbono sem afetar
negativamente 0s nutrientes, uma vez que, a degradacdo enzimatica ocorre
suavemente. ApOs a acao, o substrato queratinoso se torna uma excelente fonte de
proteinas e aminoacidos, além disso, as proteases podem ter inUmeras industriais
(Btyskal, 2009; Calin et al. 2017; Bohacz & Kornittowicz-Kowalska, 2019).

3 Proteases e suas aplicacdes biotecnoldgicas

Proteases sé@o enzimas produzidas por animais, plantas e microrganismos
que hidrolisam as ligacbes peptidicas de proteinas, o que ocasiona a liberacdo de
aminoacidos e peptideos. Dependendo do sitio de agéo, se classificam em dois tipos
principais: exopeptidases (exercem sua acao proximo as extremidades amino e
carboxi-terminais) e endopeptidases (acdo nas regides internas da cadeia
polipeptidica). As proteases também séo classificadas de acordo com as condi¢des
de pH em que sao ativas, acidas, neutras ou basicas, e conforme o substrato que
degradam, por exemplo, colageno (colagenase), elastina (elastase), queratina
(queratinase) (RAO et al., 1998; GUPTA et al., 2002).

As proteases microbianas podem ser produzidas por fungos, bactérias e
virus. As de origem bacteriana podem ser neutras e alcalinas, porém, as neutras sao
mais termossensiveis e ativas em uma faixa de pH de 5 a 8. Contudo, os fungos se
destacam na producdo de proteases do que bactérias porque secretam uma
variedade maior de enzimas, por exemplo, o Aspergillus oryzae pode produzir
proteases acidas, neutras e alcalinas. Além disso, as proteases fungicas podem ser
ativas em uma ampla faixa de pH que vai de 4 a 11. As proteases virais possuem
grande importancia na area da medicina, pois estdo envolvidas funcionalmente no
processamento de proteinas de virus que provocam doencas fatais, como a AIDS e o
cancer (RAO et al., 1998).

No mercado mundial de enzimas as proteases microbianas representam
uma quota de dois tercos da producdo comercial de enzimas. As proteases

microbianas chegam a aproximadamente 60% do total de venda de enzimas em todo



0 mundo. Por ano estima-se que as vendas mundiais de enzimas industriais chegam
a US $ 300-600 milhdes (RAI et al., 2010; SAVITHA at al., 2011).

As enzimas podem ser intracelulares ou extracelulares. As intracelulares
tém importancia em diversos processos celulares e metabdlicos, como esporulacéo e
diferenciacdo, renovacdo de proteinas, maturacdo de enzimas e hormonios e
manutencdo do conjunto de proteinas celulares. As extracelulares hidrolisam
proteinas fora do ambiente intracelular, isso permite que a célula possa absorver e
utilizar os produtos clivados. A partir disso, diversos processos industriais exploram as
proteases extracelulares comercialmente com o objetivo de degradar proteinas. Em
termos gerais, 0 processo € simplificado porque o produto extracelular é secretado no
meio externo (BUCHHOLZ et al., 2000; SAVITHA et al., 2011).

Dessa maneira, as proteases extracelulares podem ser utilizadas em
diversas industrias como de alimentos, bebidas, medicamentos, téxtil, entre outras.
Na industria de detergentes, as proteases neutras e alcalinas tém 6timo potencial
para aplicacdo e também podem ser usadas para o curtimento do couro. O
biotratamento do couro com enzimas traz como vantagens: facil controle e reducéo no
desperdicio de materiais e nos impactos ambientais devido a reduc¢do na quantidade
de produtos quimicos usados no processamento do couro (LADEIRA et al., 2010;
JISHA et al., 2013; GUPTA et al., 2013).

Nas industrias, fungos e bactérias sdo os mais utilizados em processos
industriais porque apresentam ampla diversidade bioquimica e viabilidade da
producdo em larga escala, por isso, o interesse nas aplicacdes biotecnoldgicas das
proteases de origem microbiana. As proteases fuangicas apresentam alta diversidade,
vasta especificidade a substratos e sédo estaveis em condi¢des intensas de pH e
temperatura. As enzimas fungicas sdo usadas para modificar as proteinas de
alimentos, j& as de origem bacteriana tém relevancia comercial nas industrias de
detergentes, alimentos, couro e seda devido a sua elevada capacidade de producgéo e
atividade catalitica (JISHA et al., 2013).

No setor de laticinios, as aplicacdes de proteases microbianas ajudam na
coagulacao do leite durante a fabricacdo de queijos, 0 que por sua vez, substitui o
coalho, retirado do rimen de bezerros. As proteases que podem ser utilizadas nesse
processo podem ser produzidas por bactérias do género Bacillus e fungos. Alguns
alimentos quando processados, ocorre a reducdo de proteinas que reduz a

capacidade de reter agua e gordura, além de afetar a sua solubilidade e capacidade
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emulsificante. Devido a isso, a industria de alimentos tem recorrido a agdo de enzimas
para hidrolisar proteinas, tanto para ndo reduzir o valor nutricional, quanto para
modular a funcionalidade das proteinas (SANCHEZ & DEMAIN, 2011).

As proteases também melhoram a digestibilidade e qualidade sensorial dos
alimentos e ajuda a reduzir compostos alergénicos nos mesmos, 0 que induz a uma
tendéncia global na utilizacdo de proteases em diversos setores industriais. Na
formulacdo de detergentes, 17% do mercado mundial tém feito o uso de proteases em
seus processos de producdo, assim como 8% das industrias de couro usam
proteases alcalinas como agentes de deformac&o do couro. Como sdo amplas as
diversidades de proteases, as atencdes dos pesquisadores de todo o mundo estao
voltadas as suas aplicacdes biotecnologicas (TAVANO, 2013).

Bacillus lichenformis e Bacillus subtilis secretam proteases alcalinas que
podem ser utilizadas para fabricar detergentes, que também pode ser empregadas na
indUstria de couro e no processamento de carnes e pescado. As proteases
produzidas pela Bacillus subtilis e Bacillus cereus possuem aplicacdo no setor de
bebidas e panificacdo. Entretanto, as proteases fungicas sdo bastante utilizadas na
fabricacdo de péaes, fabricacdo de cervejas, produgcdo de queijos, amaciamento de
carnes e producédo de hidrolisados funcionais. O fungo Aspergillus oryzae possuem a
capacidade de produzir proteases acidas e neutras que podem ser empregadas para
processar carne e pescado, cervejas e pao, aléem disso, suas proteases tém aplicacéo
na industria farmacéutica. O uso oral de suas enzimas ajuda a corrigir sindromes
associadas a limitacdes de enzimas liticas (RAO et al., 1998).

Em virtude dos fatos mencionados, percebe-se que uso de proteases
microbianas extracelulares indicam caminhos promissores para a valorizacdo de
produtos ou subprodutos produzidos industrialmente, o que ndo somente contribui

para economia global, mas também para preservagdo do meio ambiente

4 Proteases produzidas por fungos

Os fungos crescem em diferentes condicbes ambientais de tempo,
temperatura, pH, e séo passiveis a diferentes nutrientes do meio em bioprocessos. As
proteases de origem fungica chamam bastante atencdo devido a alta variedade,
ampla diversidade de substratos, estaveis em condi¢cdes extremas e facil separacao

do micélio por meio do processo de filtracdo simples e possibilidade de obter uma
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elevada concentracdo de enzimas. Com isso, uma diversidade de cepas fungicas tem
sido estudas e utilizadas para produzir proteases que pertencem aos géneros
Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Mucor, Humicola, Thermoascus, Thermomyces,
entre outros (HAJJI et al., 2010; SOUZA et al., 2015).

A utilizacdo de fungos no processo de produgdo de enzimas tem como
vantagens o baixo custo com matéria-prima, alta produtividade, e as enzimas podem
ser facilmente modificadas e recuperadas do meio de cultura por serem, em geral,
extracelulares. Quando comparada com as proteases bacterianas, as fungicas tém
como vantagem, além da remocé&o de micélio, oferecer seguranca, pois a maioria dos
fungos é reconhecido como seguro (GRAS - Generally Recognized as Safe)
(GERMANO et al., 2003; MANDUJANO-GONZALEZ et al., 2016).

As enzimas que eles secretam sdo ativas em faixa de pH de 4 a 10 e
podem ser acida, neutra ou alcalina. Para as acidas o pH 6timo esta entre 4 e 4,5 e
apresentam estabilidade entre pH 2,5 e 6,0. As que possuem alta atividade e
estabilidade em pH acido tém importantes aplicacdes industriais, com destaque para
a industria alimenticia. O potencial para aplicacdo comercial das proteases fungicas
asparticas ou acidas foi atestado apdés uma andalise de suas -caracteristicas
bioquimicas e propriedades. Algumas tém sido utilizadas para degradar as proteinas
gue sao responsaveis por causar a turbidez em bebidas como sucos e vinhos (RAO et
al., 1998;MANDUJANO-GONZALEZ et al., 2016).

Os fungos Graphium putredinis e Trichoderma harzianum secretam
proteases que servem como aditivo para detergentes, pois ajudam na remocéo de
manchas das roupas. Eles sdo capazes de produzir proteases estaveis e altamente
reativas mesmo com adicdo de aditivos quimicos utilizados na formulacdo de
detergentes. Tal aplicacdo ajuda a reduzir o volume de detergente durante seu uso.
Ja o Aspergillus oryzae produz endo e exoproteinases que podem ser utilizadas na
indastria de panificacdo com a finalidade de diminuir o tempo de mistura da massa e
aumentar o volume do péo. As proteases fungicas alcalinas e neutras também podem
agregar valor ao molho e a outros derivados da soja, melhorando a solubilidade,
rendimento protéico e sabor amargo (RAO et al., 1998; SAVITHA et al., 2011).

As proteases fangicas ndo somente agregam valor aos produtos industriais,
também podem ser utilizadas em processos de sanitizacdo dos equipamentos da
industria de laticinio. Isso porque foram encontrados varios fungos capazes de

produzir proteases que ajudam a remover incrustagcdes nos tanques de tratamento
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térmico do leite, o que contribui positivamente para o meio ambiente, pois produtos
guimicos e consumo energia durante procedimento de limpeza diminuem com o
tratamento enzimatico (BOYCE & WALSH, 2012).

Devido a possibilidade da aplicacdo de proteases fungicas em diversos
setores da industria, Souza et al., (2015) isolaram e identificaram varias espécies dos
géneros Aspergillus, Penicillium e Paecylomices com forte potencial para produzir
protease extracelular por meio de fermentacdo submersa.

Corréa et al., (2014) afirmam que as industrias preferéncia por fungos na
producdo de enzimas por serem excelentes produtores de proteases extracelulares e
capazes de secretar uma variedade de enzimas, tais como, catalase, celulase, fitase,
entre outras. Lange et al., (2016) destacam que espécies de fungos néo-patogénicos
produtores de gueratinases tem sido pouco explorados no processo de degradacéo
de substratos queratinosos como, penas. Neste contexto, utilizar fungos em processos
biotecnolégicos € uma alternativa vidvel e de baixo custo que pode atender as
necessidades econdmicas da industria em processos de producdo devido a sua

versatilidade metabdlica.
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DEGRADACAO DA FARINHA DE PENAS

PRODUCAO DE HIDROLISADOS A BASE DE QUERATINA EM FER MENTACAO
SUBMERSA

Cleilton Sousa Frotd”, Phellippe Arthur Santos Marbach? e Marcia Luciana Cazetta®

L2Universidade Federal do Recéncavo da Bahia, CeftrGiéncias Agrarias, Ambientais e
Bioldgicas (CCAAB); *Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, Cafgr€iéncias
Exatas e Tecnoldgicas (CETEC). Rua Rui Barbosa, CHP: 44380-000, Cruz das almas,
Bahia, Brasil. Autor correspondente: E-mail: ksfi@gmail.com

RESUMO

Este estudo teve como objetivo degradar a farithgeathas durante cinco e sete dias com
nove fungos filamentosos isolados da Restinga debiun, Bahia, em fermentagdo submersa.
Os melhores resultados foram obtidos apds sete d#iadegradacdo e nesse intervalo os
fungosLecanicilliumsp. 1S5.2 Acremoniunsp. 1S21.1,Trichodermasp. 1IS57, Fusariumsp.
IS98 ePurpureocilliumsp. IS35, em média degradaram 70% da farinha despdestes em
co-cultura foram realizados buscando aumentarxas tde degradagédo da farinha de penas.
No entanto, ndo houve crescimento nos percenteaiegradacado, pelo contrario, os fungos
com os melhores resultados em monocultura quandbioados tiveram sua porcentagem de
degradacéo reduzida. Também foram feitos ensaiommaando na farinha de penas o extrato
bruto doTrichodermasp IS57, Acremoniunsp. 1S21.1 elLecanicilliumsp.1S5.2 para avaliar

a hidrdlise do substrato queratinoso nos perio@o24d 48, 72 e 96 horas. A degradacdao foi
crescente e o0 tempo de exposicdo da farinha des penextrato teve influéncia significativa
nas taxas de degradacdo. O extrato produzido Aslemoniumsp. IS21.1 obteve maior
destaque, pois em 96 horas degradou 34% da fatepanas. Portanto, por meio do presente
estudo foi possivel constatar o potencial biotefmgiob dos fungos e produzir compostos que
podem ser utilizados em futuros estudos para avalea aplicacdo como, ragao para animais,

biofertilizantes e bioinseticidas.

Palavras-chave:biodegradacéo, substrato queratinoso, proteina
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INTRODUCAO

O Brasil ocupa o segundo lugar no ranking mundelpcoducédo de carne de
frango, atras apenas dos Estados Unidos. Em 2ffddacao brasileira foi de 12,90 milhdes
de toneladas, com consumo doméstico de 46 Kg itanée (Confederagéo da Agricultura e
Pecuéria, 2016). De acordo com o Instituto Brasildie Geografia e Estatistica (2017), no
primeiro trimestre de 2017 foram abatidas 1,488uilde cabecas de frango, aumento de 5,1%
em relacdo ao ultimo trimestre de 2016. Em 2019@raducdo brasileira de carne de
frangocresceu 2,3%0 que corresponde a 13,9 milhbes de toneladas mhe ¢Avinews
Brasil, 2018). Apesar de ocorrer uma retracdo dend%eonsumo doméstico em 2019, as
exportacdes cresceram entre 4 a 5% (Avinews Bexi0).

Na etapa de abate das aves, além da carne, Ladgdlar, e Hashim (2013)
afirmam que sdo geradas visceras, pés, cabecas, easgue e penas, sendo que, as penas
correspondem aproximadamente a 10% desses subpsodé acordo com o Instituto de
Pesquisa Econdmica Aplicada (2012), sdo geradasiapgdamente 18,5 toneladas de penas
em uma unidade industrial com capacidade de ab&dende 165 mil aves/dia.

Como forma de aproveitamento e manejo, a indiatiieola destina as penas para
a producéo da farinha de penas por meio do proa#ssmccao sob pressdo e moagem.
Apesar de possuir 84% de proteina bruta, ser tlerenateriais estranhos e microrganismos
patogénicos, a farinha de penas ndo pode ser usada Unica fonte de proteina na
alimentacdo de animais ndo-ruminantes, pois setnemees sdo pouco disponiveis devido a
sua baixa digestibilidade (Scapin, 2003; Minist&#@Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
2008).

A baixa digestibilidade da farinha de penas edtciamada a queratina presente
nas penas, que pertence a superfamilia de proténfismentos intermediarios e tem como
caracteristicas ser estruturalmente fibrosa, ingbkl recalcitrante. Porém, quando degradada,
a queratina é considerada uma fonte de proteifmidte de custo (Mckittrick, Chen, Bodde
& Novitskaya, 2012; Wang et al., 2016).

Véarios meétodos que podem ser utilizados para hgdwokh queratina, e 0os mais
conhecidos s&o: hidrolise sob pressdo, hidréliseinettica e hidrélise quimica. Os
tratamentos térmicos afetam o conteldo nutricidondiidrolisado queratinoso resultante, isto
€, ocorre a perda de aminoacidos termossensiaesscoémo metionina, lisina, tirosina e

triptofano. Ao contrario dos processos hidroteanai processo de hidrolise enzimatica por
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meio desses microrganismos € mais econdémico e eoa®r forma suave, preservando
aminoacidos essenciais (Holkar et al., 2018).

Os fungos filamentosos podem realizar a hidrélisene como vantagens: baixo
custo com matéria-prima, alta produtividade e asess podem ser facilmente modificadas e
recuperadas do meio de cultura por serem, em gexélacelularesMuitos processos
industriais utilizam fungos filamentosos para pzdenzimas e outros metabdlitos. Quando
comparada com proteases produzidas por bactésase@etadas por fungos tém como
vantagens, facilidade na remocédo do micélio pdrafifio simples e oferecer seguranca
durante a manipulag¢do, pois a maioria dos fungeecénhecido como seguro (GRAS -
Generally Recognized as Safe) (Mandujano-Gonzalak,€016).

Como a queratina é uma proteina dificil de degraaaiigacbes entre 0s seus
aminoacidos podem ter a hidrolise melhorada poronaei co-cultura de dois ou mais
microrganismos (Lange, Huang e Busk 2016). Com igsdilizacdo de enzimas produzidas
por fungos em mono ou co-cultura € uma alternatiganomicamente viavel que pode
melhorar sensivelmente a qualidade de residuostijuesos. Dessa forma, o objetivo desse
trabalho foi avaliar a degradacdo da farinha deape&m fermentacdo submersa por fungos

filamentosos isolados da regido da Restinga deb@naiBahia.

MATERIAL E METODOS

Obtencédo da farinha de penas e isolados fungicos

A farinha de penas foi cedida pela agroindUstia, localizada na Vila dos
Coqueiros n° 520, BR 111 — Km 193, Conceicdo deaaFdBA. Os géneros selecionados para
0s ensaios foranPurpureocillium sp. 1S35,Penicillium sp. 1S25.2, Aspergillus sp. 1S37,
Fusariumsp 1S98, Trichodermasp. 1S57, Metarhiziumsp. 1IS15, Acremoniumsp. 1S21.1,
Lecanicilliumsp.1S5.2 e oCladosporiumsp. ISSD.8, que fazem parte do acervo de fungos do
Laboratoério de Biologia Evolutiva (LABEV) da Univgédade Federal do Reconcavo da Bahia
(UFRB), isolados da Restinga de Guaibim — BA.

Pareamento de culturas

O procedimento foi realizado de acordo com Dennid/ebste (1971), e em

triplicata. Foi preparada uma suspensao a partiurda algcada da colonia dos fungos e
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transferida para uma solug¢do contendo 60 mL de, &yRay de agar e 1 gota de Tween 20.
Em placas de Petri contendo meio de malte 20% f@dicionados em posicdo opostas na
placa 2ul da suspenséao de esporos. Em seguida, as plaaasvedadas com plastico filme e
incubadas a 25 °C por sete dias. Apos crescimeit@liad, os diametros das colonias foram
determinados com uso de uma régua. O controleeftm tultivando os fungos em placas

separadas.

Avaliacdo da degradacdo em monocultura e co-cultura

A degradacdo foi avaliada em fermentacdo submessa solucdo mineral
composta por (%): cloreto de sédio (NaCL) 0,5, dusfde potassio dibasico AHPQy) 0,3 e
fosfato monopotassico (KRQO,) 0,4. Em Erlenmeyers de 250 mL foram adicionadbsé
da solucdo, 0,6 g de farinha de penas, disco délimide 1,0 cm de didmetro para
monocultura e dois discos de mesmo diametro deogudgstintos para co-cultura. O controle
foi realizado apenas solucédo mineral estéril efaride penas.

Os Erlenmeyers foram agitados em shaker a 30 °80erdm por cinco e sete
dias. Os resultados da degradacéo foram obtidesnskgos seguintes passos: papéis de filtro
previamente secos em estufa a 65 °C por 24 horas fpesados para obter o peso seco dos
filtros vazios e, em seguida foi realizada a filffra; apos a filtragem, os papéis contendo a
biomassa foram secos no mesmo tempo e temperaacaitds anteriormente. O peso dos
filtros com biomassa e dos filtros vazios foramdesapara determinar os percentuais de

degradacédo por meio da seguinte férmula:

N Peso em gramas do filtro com biomassa - Peso em gramas do filtro vazio
% de degradagéo = 06 x 100

*0,69: quantidade inicial da farinha de penas.

Os ensaios foram realizados em triplicata e a smastatistica dos resultados por
meio da analise de variancia (ANOVA) e comparag@® rdédias pelo Teste de Skott-Knott

utilizando software RStudio versao 1.2.

Andlise do pH
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O pH foi mensurado apo6s a fermentacdo e nos periado6, 12, 24, 48, 72 e 96
horas utilizando pHmetro de bancada.

Ensaios de hidrolise enzimatica utilizando o extrat bruto produzido em monocultura

Em Erlenmeyers contendo 0,6 g de farinha de pemrasnfadicionados 10 mL do
extrato bruto, filtrado duas vezes em papéis d® fdsterilizados em autoclave a 121 °C por
20 minutos. Em seguida, os Erlenmeyers foram cdlmcam shaker a 30 °C sob agitacéo de
150 rpm para homogeneizacgéo constante e a avalilacdegradacao foi realizada em 24, 48,
72 e 96 horas. Foi feito um controle contendo apspaicdo mineral esterilizada e farinha de
penas. Os ensaios foram realizados em triplicatadicoes assépticas e os célculos e
resultados da degradacdo foram obtidos seguindpassos descritos anteriormente na
fermentacdo submersa. A comparacdo das médiaggdeddedo foram realizadas pelo Teste
de Skott-Knott por meio do software RStudio versab

Otimizacédo da degradacéao utilizando Delineamento Qoposto Central Rotacional
(DCCR)

Os isolados que apresentaram maior taxa de de@@dagcaniciliumsp.1S5.2,
Acremoniunmsp.1S21.1e Trichodermasp. IS57, foram selecionados para avaliar o efeito das
variaveis pH e agitacdo sobre a degradacdo em mibm@c por meio do Delineamento
Composto Central Rotacionaf gDCCR), segundo Rodrigues e lemma 2009 (TabelAd).
combinacdes nos ensaios foram utilizadas paraaeals cultivos durante sete dias a 30 °C e
as fermentacdes, juntamente com o calculo parangdde dos resultados, seguiu o0
procedimento descrito anteriormente na avaliacadedaadacdo em monocultora. As analises

estatisticas foram realizadas SoftwareStatistica Release versao 7.1, Stat Soft. Inc., USA

Tabela 1- Variaveis com valores codificados e reais empteggara avaliar o efeito da agitacao
(X1) e pH (%) na degradacéo da farinha de penas.

Variaveis Niveis
-1,41 -1 0 1 1,41
X3 100 115 150 185 200
Xs 3 4 6,5 9 10
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Testes de validagdo foram realizados em fermentsgimersa com solugdao mineral
composta por (%): cloreto de sédio (NaCL) 0,5, dtsfde potassio dibasico AHPQy) 0,3 e
fosfato monopotassico (KRO,) 0,4. Em Erlenmeyers de 250 mL foram adicionadbsé
da solucéao, 0,6 g de farinha de penas, disco délime 1,0 cm de didmetro. Em seguida, os
Erlenmeyers foram colocados em shaker a 30 °C ¢1BlDe 200 rpm para homogeneizagao
constante e a avaliacdo da degradacéo foi realga@m sete dias de fermentagdo. O célculo
para obtencdo dos resultados seguiu 0 mesmo pmogetd realizado na avaliacdo da
degradacdo em monocultura e co-cultura e as médiakgradacado foram comparadas pelo

Teste de Tukey por meio do software RStudio veis2o

RESULTADOS E DISCUSSAO

Degradagao em monocultura

A degradacao da farinha de penas em fermentacétessé com 0s nove isolados
fungicos da Restinga de Guaibim foi analisada &% dias de fermentacdo. As médias de
degradagcdo nos periodos analisados apresentaramengiis significativas e os isolados
Purpureocilliumsp. 1S35,Trichodermasp. IS57, Acremoniunsp. 1S21.1 eLecanicilliumsp.
IS5.2 demonstraram as maiores taxas de degradaicimas 1 e 2) apos cinco e sete dias de
fermentacao, e suas meédias nao diferiram a 5%atapilidade.

Em média, esses isolados chegaram a degradar en&i3% da farinha de penas
apos cinco dias e 70% em sete diasF@ariumsp I1S98 chegou proximo aos 70% de
degradacédo apos sete dias, seguido lel@mrhiziumsp. 1IS15 com 62% de degradacao. Ja o
Aspergillussp.1S37, Cladosporiumsp. ISSD.8 éenicillium1S25.2 expressaram as menores
taxas de degradacdo, mas ainda assim, acima dg(FfQ%a 1 e 2), o que mostra que o
potencial de degradacéo destes isolados tambémstanke promissor. Além dos resultados
terem apresentado diferencas significativas (pJ0@bresiduos foram considerados normais
e as variancias consideradas homogéneas porquealmrpno Teste de Shapiro-Wilk foi
0,061 e no Teste de Bartlett 0,063, superiores-@aqy apresentado na analise de variancia
(Tabela 2 e 3).



23

199  Figura 1 — Degradacédo da fatia de penas emonocultura por isolados flngicas30°C em pH 6,5 a 150
200 rpm apos cinco diasetras iguaiindicam médias quedo diferem estatisticamente pelo teste de -Knott.
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206  Figura 2 — Degradacdo da farintde penas em monocultura isolados fungicoa 30°C em pH 6,5 a 150
207 rpm apos sete diaksetras iguais indicam médias que nado diferem esizgimente pelo teste de S-Knott.
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210
211

212  Tabela 2 —Analise de variancia da degradacao da farde penas em monocultura psolados fungicos apds
213 cinco dias.

214
215
Fontes de Grau de Soma dos Quadrado F calculado Pr>Fc
variacao liberdade quadrados médio
Tratamento 9 6102,0 678,00 21,382 2,1887e-08
Residuo 20 634,2 31,71
Total 29 6736,2

216 Coeficiente de variacao: 8.4 %
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Tabela 3 —Analise de variancia da degradacéo da farinha daspem monocultura por isolados fangicos apés
sete dias.

Fontes de Grau de Soma dos Quadrado F calculado Pr>Fc
variacao liberdade quadrados médio
Tratamento 9 7263,1 807,01 108 5,6921e-15
Residuo 20 149,5 7,47
Total 29 7412,5

Coeficiente de variacao: 4.56 %.

O baixo percentual de degradacéo da farinha despgsiaAspergillussp. IS37,
Penicillium 1S25.2 e Cladosporium sp. ISSD.8 pode estad relacionado a fermentacao
submersa. De acordo com a literatura, a condi¢caferdeentacao influencia diretamente na
guantidade de enzimas extracelulares secretadafipgos e bactérias. Em um estudo da
degradacdo de penas por fungo em fermentacdo s®lslzbmersa foi constatado que a
atividade queratinolitica daspergillus nigee maior em fermentacao solida (Mazotto et al.,
2013). Também se tem relatos de que em ferments@#ta ocorre maior produgédo de
queratinases pdstreptomycesp. (Azeredo et al., 2006) e que neste tipo daedatacdo a
potencialidade biotecnoldgica dkspergillus oryzagara produzir proteases neutras é mais
elevada do que em fermentacdo submersa (Sandayaz805; Belmessikh et al., 2013)

A principio, a degradacdo realizada pelos fungometénica, causada por
erosdo superficial e penetracdo das hifas no stibstPorém, as enzimas sdo 0s principais
agentes que atuam na degradacdo devido a quearatumar a producédo de queratinases que
hidrolisam as ligacGes peptidicas dessa proteinpair disso, as pontes dissulfeto séao
guebradas e a queratina passa a ser utilizadafpelgss como fonte de nitrogénio e carbono
sem afetar negativamente os nutrientes. A deg@adagzimética ocorre em condi¢cdes
brandas e ao final da hidrolise, o substrato quesd se torna uma excelente fonte de
proteinas e aminoacidosil et al., 2017; Bohacz & Kornittowicz-Kowalska029).

A induastria, por sua vez, utiliza tratamentos hiéinmicos e mecanicos para
degradar as penas e, posteriormente, produziirdnéade penas. Conforme Brebu e Spiridon
(2011) a degradacao térmica de materiais querasnosorre em faixas de temperatura de
170 a 300 °C. Nesse processo com altas temperaturas sao perdidonoacidos
termossensiveis essenciais como lisina, metionimgtefano, e formados aminoacidos nao
nutritivos, como lisinoalanina e lantionina (Holketral., 2018). Percebe-se que a exposi¢cao
da farinha de penas a altas temperaturas afetaivagante componentes nutricionais

importantes.
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Dessa forma, microrganismos que degradam a querauabilizam o
desenvolvimento de uma tecnologia que pode servejpada para produzir substancias
digeriveis e nutricionalmente mais ricas. Fungog @ossuem potencial biotecnologico
podem ser utilizados para degradar subprodutosdiestria avicola que podem ser utilizados
na alimentagao de animais ndo ruminantes. Comas&smentacdo submersa pode substituir
0 processo hidrotérmico convencional, o que comtlositivamente para o0 meio ambiente e
possibilita reducédo nas despesas da industrialavéoon alimentacdo das aves ja que esta

representa 70% dos custos de producéo (Carvaliq 2012; Holkar et al., 2018).

Degradacao em co-cultura

O pareamento de culturas verificou a possibiliddeléenteracdo antagbnica entre
os isolados quando cultivados juntos. Os resultadostraram que drichodermasp. IS57
foi o Unico que apresentou antagonismo sobre osideisolados. A atividade antagdnica
desse fungo esta associada a competicdo por egpagdrientes, hiperparasitismo ou
producdo de compostos volateis e ndo volateis thursgu pareamento (Hajieghrari et al.,
2008; Bunbury-Blanchette & Walker, 2018).

Os isoladosPurpureocillium sp. 1S35, Fusarium sp. 1S98, Acremoniumsp.
IS21.1,Lecanicilliumsp.1S5.2,Metarhiziumsp. 1S15Aspergillus Cladosporiunmsp ISSD8 e
Penicilliumsp 1S25.2 ndo demonstraram inibicdo entre si quaadeados. As fermentacdes
em co-cultura buscaram melhorar o rendimento (Ku&#&faraian, 2016; Lange et al., 2016)
na degradacédo da farinha de penas por meio dssagagica dos fungos.

No fim da fermentacdo em todas as combina¢Oesoftstatada a formacéo de
biomassa e micélio caracteristico do crescimentfudgos filamentosos, mas nao ocorreu
aumento na taxa de degradacdo da farinha de pewcassive, os fungos com melhores
resultados em monocultura tiveram decréscimo noesalimento quando combiados (Tabela
4). Embora os isolados que apresentaram os meperesntuais de degradagdo quando
cultivado junto com os melhoreAdremoniumsp 1S21.1 x Cladosporiumsp. ISSD.8,
Aspergillus sp. 1S37 x Purpureocillium sp. 1S35, Cladosporium sp. ISSD.8 x
Purpureocilliunsp. IS35 eMetarhizium sp 1S15 x Purpureocillium sp. 1S35) tenham
apresentado médias de degradacdo que ultrapas3&¥mndo se pode afirmar que a
combinacédo resultou em melhora nas taxas de degradkevido cAcremoniunsplS21.1 e
Purpureocilliumsp. S35 em monocultura degradarem 73% e 71% rilghéade penas,

respectivamente. Para co-cultivar esses isoladoadessarios estudos adicionais, pois as
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282 enzimas ou outros mecanismos antagonicos estimallaoncorréncia entre os fungos pelo
283  substrato quando cultivados juntos em espaco cmdin

284

285  Tabela 4 —Degradacéo da farinha de penas em co-culture@ 8én pH 6,5 a 150 rpm durante sete dias.
286

287
Fungos combinados % de
degradaca«
Controle 19,82
AcremoniunsplS21.1 x Cladosporiumsp.ISSD.8 74,93
Acremoniumsp. 1S21.1 xLecanicilliumsp. 1S5.2 73,77
Acremoniursp 1S21.1x Penicilliumsp. 1S25.2 67,35
Acremoniumnsp. 1S21.1 xFusariumsp. 1S98 65,6
Acremoniumsp. 1S21.1x Purpureocilliumsp. IS35 68,81
Acremoniunsp. 1S21.1x Metarhiziumsp. 1S15 63,34
Acremoniumsp. 1S21.1 AspergillussplS37 68,25
Aspergillussp. 1S37 X ecanicilliumsp. 1S5.2 61,16
Aspergillussp 1S37x Cladosporiunsp. ISSD.8 57,1
Aspergillussp. 1S37x Penicilliumsp. 1S25.2 56,52
Aspergillussp. 1S37x Metarhiziumsp. 1S15 53,26
Aspergillussp. 1S37 xrusariumsp. 1S98 64,46
Aspergillussp. 1S37 xPurpureocilliumsp. IS35 71,47
Cladosporiunsp. ISSD.8 wMetarhiziumsp. I1S15 53,67
Cladosporiunmsp. ISSD.8 ¥Penicilliumsp. 1S25.2 58,91
Cladosporiunsp. ISSD.8 ¥usariumsp. 1S98 65,81
Cladosporiunsp. ISSD.8 ¥Purpureocilliumsp. 1S35 70,04
Cladosporiunsp. ISSD.8 X ecanicilliumsp. 1S5.2 61,54
Fusarium sp. 1S98x Metarhiziumsp. IS15 63,93
Fusarium sp. 1S98x Purpureocilliumsp. 1S35 55,46
Fusarium sp. 1S98x Penicilliumsp. 1S25.2 65,93
Fusariumsp. 1S98 X ecanicilliumsp. 1S5.2 60,05
Metarhizium sp. IS15 xPenicilliumsp.1S25.2 56,68
Metarhizium sp. I1S15 x_ecanicilliumsp. 1S5.2 59,41
Metarhizium sp IS15 xPurpureocilliumsp. IS35 70,82
Penicilliumsp. 1S25.% Lecanicilliumsp. 1S5.2 61,92
Purpureocilliumsp. 1S35 X_ecanicilliumsp.1S5.2 59,41
Purpureocilliumsp. 1S35 xPenicilliumsp. 1S25.2 63,15
288
289
290 Andlise do pH
291
292 Ao fim da fermentacéo foi observado alcalinizac@ piH (Tabela 5), o que

293 também foi certificado por Bach, Lopes e Brand€lD1l5), e Bohacz e kornittowicz-
294  Kowalska (2019) apés a biodegradacéo de penas éwrlimédo.

295 O aumento do pH inicial de 6,5 ocorreu juntamenta o processo de degradacéo
296 (Figura 3). Essa elevacdo tem relagdo com a atigigaoteolitica que ocasiona ac¢des de

297 desaminacéo e liberacdo de excesso de nitrogérfrma de ions amoénio. O meio alcalino
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ajuda a reduzir as ligacdes dissulfeto presentemalacula da queratina e contribui para
degradacdo. As alteracbes no pH, assim como a diegi@, sdo indicios da atividade
queratinolitica dos microrganismos (Bach, LopeB#&ndelli, 2015; Abdel-Fattah et al.,
2018).

Tabela 5— Valores médios do pH no fim da degradagdo datarde penas em monocultura a 30 °C em pH 6,5
a 150 rpm apés sete dias de fermentacgao.

Fungos pH final

Acremoniumsp. 1S21.1 9,10
Aspergillussp.1S37 9,24
Cladosporiunmsp. ISSD.8 9,26
Fusariumsp. 1S98 9,5
Lecanicilliumsp.1S5.2 9,28
Metarhiziumsp.IS15 9,33
Penicilliumsp.1S25.2 9,16
Purpureocilliumsp. 1S35 9,36
Trichodermasp. IS57 9,20

Figura 3 —Elevacédo do pH apés a degradacao da farinha de pemdermentacao submersa nos intervalos de
6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas.
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O aumento da degradacdo e pH ao longo do temparé-ig) indicou otima
adaptacdo dos isolados estudados ao substratonlishoportanto, podem ser explorados
para possiveis aplicacdes biotecnolégicas e indisstutilizando diferentes residuos
insollveis como, penas de aves, 14, cabelo ou rsibistprotéicos solUveis como, caseina e
gelatina (Gupta, Rajput, Sharma & Gupta, 2013; Wai& Palanivelu, 2013; Gomes-
Mendoza et al., 2014).



320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330

331
332
333
334

335
336

337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347

28

Hidrélise enzimatica utilizando o extrato bruto

Os fungosTrichodermasp. 1S57, Acremoniumsp. 1S21.1 elLecanicillium sp.

IS5.2 por ndo produzirem toxinas e apresentaremadasres taxas de degradacdo em cultura
pura apds sete dias de fermentacdo, tiveram seat@kiruto adicionados a farinha de penas
com o objetivo de hidrolisar o substrato. Quandmmarado ao controle, os resultados
apresentados pelos extratos mostraram que o tempxmbsicdo da farinha de penas ao
extrato bruto influencia significativamente nasamxle degradacéo (Figura 4). Nos intervalos
de 24, 48, 72 e 96 horas a degradacdo foi creseenten diferencas estatisticas entre as
médias apresentadas. O extrato produzido petemoniumsp. 1IS21.1 obteve destaque, pois

os resultados foram maiores e em 96 horas deg@tdbuda farinha de penas.

Figura 4 —Degradacao da farinha de penas por extrato brd® 24, 48, 72 e 96 horas. Letras iguais
indicam médias que néo diferem estatisticamente.
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Controle  Trichoderma Lecanicillium Acremonium
sp. IS57 sp. 1S5.2 sp. 1S21.1

As enzimas presentes no extrato bruto s&o quesasnaxtracelulares e né&o
configuram ameaca a estrutura intestinal dos asinfr isso, podem ser empregadas, por
exemplo, na racdo de frangos de corte para aumentdigestibilidade de moléculas
complexas sem causar riscos ao desempenho daswavesdimento da carcaca (Adetunji &
Adejumo, 2018).

Além de servir como complemento enzimatico pare@aashas de origem animal,
também €& possivel produzir antioxidantes, antirbiarmos e fertilizantes menos toxicos ao
meio ambiente, visto que a pesquisa de Adeturgi.e(2012) verificaram que aplicacdo de
hidrolisados microbiolégicos a base de queratinaessgmtaramefeitos positivos no
crescimento de plantas. As atividades biolégicastddrolisados de queratina ainda ndo sao

vastamente conhecidas (Daroit, Corréa & Brand2lli,1; Fontoura et al., 2014; Brandelli et
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348 al., 2015; Oladele et al., 2017). Assim, esseslteetas fornecem sugestdo de aplicacado do
349  extrato enzimético bruto obtido a partir da fernragéib da farinha de penas com fungos.

350

351 Otimizacédo da degradacéao utilizando Delineamento Qoposto Central Rotacional
352 (DCCR)

353

354 Os resultados no DCCR Postraram que as variaveis pH e agitacéo inflaemaia

355 degradacdo da farinha de penas pecanicilium sp. IS5.2, Acremoniumsp. IS21.1 e

356 Trichodermasp IS57 apds sete dias de cultivo (Tabela 6). O er&é&l®0 rpm e pH 10) foi a
357 condicdo em que os isolados apresentaram os maeresntuais de degradacao, isso porque,
358 segundo Bagewadi, Mulla e Ninnekar (2018) o metalado auxilia os fungos na producao
359 de queratinases. No entanto, nos ensaios do pentoeat(9, 10 e 11), também podem ser
360 oObservadas taxas elevadas de degradacdo da fdenpenas para os trés isolados fungicos,
361 em torno 70%. Mesmo em pH &cidos como nos ensai@el7, a maioria dos isolados
362 apresentou taxa de degradacdo acima de 60%. Isstrama versatilidade e elevada
363 capacidade de adaptacdo desses fungos, o que ampbglicacao industrial.

364

365
366  Tabela 6 -Matriz do delineamento com valores codificadoaige seus resultados obtidos com a degradacéo da
367 farinha de penas por fungos filamentosos.

368
369
Ensaios X X, Agitacdo pH Taxa de degradacao (%)
Lecaniciliumsp.  Acremoniunsp  Trichodermasp.
IS5.2 1S21.1 IS57

1 -1 -1 115 4 61,78 62,03 60,85
2 1 -1 185 4 65,11 66,41 65,66
3 -1 1 115 9 64,33 65,95 63,83
4 1 1 185 9 67,41 66,42 68,16
5 -1,41 0 100 6,5 48,53 50,38 39,83
6 1,41 0 200 6,5 63,49 65,95 59,45
7 0 -1,41 150 3,0 61,33 38,9 62,15
8 0 1,41 150 10 75,98 79,13 74,73
9 0 0 150 6,5 70,19 73.9 70,75
10 0 0 150 6,5 69,88 71,75 69,51
11 0 0 150 6,5 71,40 70,52 70,35

370

371



372
373

374
375
376
377

378

379
380
381
382
383
384

385
386
387

388
389
390
391
392
393

30

A anadlise de variancia mostrou que ndo houve difa® significativas entre os
tratamentos, pois nos ensaios o0 F calculado ferimf ao F tabelado (Tabela 7). Assim,
foram realizados novos testes fixando o pH do raei®b,5 e as agitacdes em 100, 150 e 200
rom. O pH 6,5 foi selecionado porque esta proximgH 7,0, sugerido por trabalhos que
incluem Stenotrophomonas maltophila Bacillus subtiliscomo pH ideal para bactérias
produzirem proteases em fermentacao submersa (deahg2010; Sing et al., 2017).

Tabela 7 -Analise de variancia dos isoladésremoniunsp.1S21.1 Trichodermasp. IS57 eLecaniciliumsp.
IS5 2 apds sete dias de fermentacéo na farinhardesp

Acremonium sp. 1S21.1

Faores gonecesoite QR ra e
Regresséo 731,75 5 146,35 1,29 5,05
Residuo 568,72 5 113,74

Trichoderma sp. I1S57
Fatores  (rados  lberdade médo P Fiab
Regresséo 711,82 5 142,36 5,00 5,05
Residuo 137,42 5 27,48
Total 849,24

Lecanicilium sp.1S5.2
Faores oonnter Sl ORI
Regresséo 326,33 5 65,27 2,71 51
Residuo 120,47 5 24,09
Total 446,8

Os resultados foram mais significativos a 150 rprapeesentaram diferencas
estatisticas entre as médias de degradacdo (F®ur&egundo Singh et al. (2017) a
quantidade de enzimas produzidas durante a fergénfzode variar conforme a velocidade
de agitacdo aplicada. Os autores afirmam que égisaelevadas podem propiciar bom
crescimento microbiano, porém, a quantidade deémitgdissolvido se eleva, diminuindo a

producdo de queratinases, e j& em baixas velogdanere a menor diluicdo de oxigénio e as
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células microbianas ndo sdo bem homogeneizada® snimstrato, o que acaba influenciando

nos resultados.

Figura 5 — Degradac&o da farinha de pe@s30 °Cem pH 6,5 a 100, 150 e 200 rpm apos sete diztsas
iguais indicam médias que nado diferem estatisticaene
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o
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Trichoderma sp.  Lecanicillium sp.  Acremonium sp.
IS57 IS5.2 1S21.1

Estudos sobre os efeitos da agitacdo na produc&uetatinases por bactérias
verificaram que a 150 rpm ocorre a maxima produgienzimas (Cortezi, Cilli & Contiero
2008; Barman et al., 2017; Singh et al., 2017) ssssivelmente se aplica aos fungos em
razao dos percentuais de degradac¢ao da farinhandes pesta velocidade de agitagao ter sido
mais expressivo. Por isso, com base na literauras resultados entende-se que o melhor

cultivo dos trés isolados na farinha de penas%3em pH 6,5 ocorre a 150 rpm.

CONSIDERACOES FINAIS

A degradacdo de residuos queratinosos por fungoseementacdo submersa
indica caminhos promissores e de baixo custo paiguecer e agregar valor a subprodutos
da industria avicola. Assim, podem ser exploragoproducdo de compostos com aplicagbes
industriais que ajudam a melhorar a digestibilidddeactes que contém a farinha de penas
como ingrediente. A biomassa e o0 extrato brutadobdi partir da hidrélise de residuo rico em
queratina também podem ser utilizados em futurbgles para avaliar sua aplicagcdo como

biofertilizantes e bioinseticidas
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