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RESUMO

O descarte inadequado das penas oriundas da industria avicola ocasiona impactos
ambientais. A incorporacdo de penas e visceras degradadas enzimaticamente na
racdo animal ou em adubo para plantas é indicada como uma destinacédo
ambientalmente segura. Neste estudo foram analisados nove isolados fungicos
pertencentes a nove géneros distintos do acervo de fungos proteoliticos do
Laboratdrio de Biologia Evolutiva (LABEV) da Universidade Federal do Rec6ncavo
da Bahia. Os objetivos desse estudo foram identificar por filogenia molecular
isolados fungicos degradadores de penas de frango e avaliar a degradacdo de
residuos e subprodutos da industria avicola por fungos filamentosos em diferentes
condicbes de fermentacdo submersa. As analises filogenéticas mostraram que 0s
isolados estdo filogeneticamente relacionados as espécies Aspergillus hortai,
Lecanicillium aphanocladii, Penicillium guaibinense, Purpureocillium lilacinum,
Fusarium oxysporum, Trichoderma harzianum, Cladosporium tenuissimum,
Metarhyzium anisopliae, Acremonium borodinense e Acremonium pinkertoniae. Os
isolados Metarhizium sp. 1S15 e Cladosporium sp. ISSD8 indicaram pertencer a
duas novas espécies encontradas na restinga de Guaibim. . Os ensaios de
degradacéao revelaram que néo existe influéncia do efeito das composi¢des dos dois
meios salinos testados nos percentuais de degradacdo obtidos pelos isolados. A
condicao de autoclavagem das penas de frango influenciou sua hidrolise e o perfil de
enzimas secretadas pelos isolados fungicos durante a fermentacdo submersa. Por
sua vez, a condicdo de autoclavagem nao influenciou na degradacéo da farinha de
visceras pelos isolados fangicos, que variou de 25,1 a 54,8% indicando que eles
também possuem potencial biotecnologico para a conversdo desse subproduto da
indastria avicola em bioprodutos com maior valor agregado. Foram registrados pHs
alcalinos para todos os tratamentos nos ensaios de degradacdo de residuos e
subprodutos. O ensaio de degradacéo da farinha de pena pelo Metarhyzium sp. IS15
indicou que o0s maiores percentuais de degradacdo foram observados nos
tratamentos que utilizaram os valores centrais do delineamento experimental, com
75,60 - 77,57% de degradagdo do substrato, e que € possivel obter maiores

percentuais de degradacao com esse substrato.

Palavras-chave: Penas, Farinha de penas, Farinha de visceras, proteases.



ABSTRACT

The inadequate disposal of feathers from the poultry industry causes environmental
impacts.The incorporation of enzymatically degraded feathers into animal feed or
vegetable fertilizer is indicated as an environmentally safe destination for this type of
residue. In this study, nine fungal isolates belonging to nine different genera from the
proteolytic fungi collection of the Laboratério de Biologia Evolutiva (LABEV) of the
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia. The objectives of this study were to
identify by molecular phylogeny fungus degraders of chicken feathers and to
evaluate the degradation of residues of the poultry industry by filamentous fungi in
different submerged fermentation conditions. Phylogenetic analyzes have shown that
the isolates are phylogenetically related to the species Aspergillus hortai,
Lecanicillium aphanocladii, Penicillium guaibinense, Purpureocillium lilacinum,
Fusarium oxysporum, Trichoderma harzianum, Cladosporium tenuissimum,
Metarhyzium anisopliae , Acremonium borodinense and Acremonium pinkertoniae.
The isolates Metarhizium sp. IS15 and Cladosporium sp. demonstrated to belong to
two new species found in the restinga of Guaibim. The degradation assays revealed
that there is no influence of the effect of the compositions of the two saline media on
the percentages of degradation obtained by the isolates. The autoclaving condition of
the chicken feathers influenced their hydrolysis and the profile of enzymes secreted
by the fungal isolates during the submerged fermentation. In turn, the autoclaving
condition did not influence the degradation of viscera flour by fungal isolates, which
varied from 25.1 to 54.8% indicating that they also have biotechnological potential for
the conversion of this by-product of the poultry industry into bioproducts with higher
value added. Alkaline pHs was recorded for all treatments in the degradation tests of
residues and by-products. The test of degradation of feather meal by Metarhyzium
sp. IS15 indicated that the highest percentages of degradation were observed in the
treatments that used the central values of the experimental design, with 75.60 -
77.57% substrate degradation, and that it is possible to obtain higher percentages of
degradation with this substrate. It is hoped that this study will contribute to the
development of actions for a better reuse of by-products of the poultry industry in
addition to increasing knowledge about the biodiversity of microorganisms found in
the restinga.

Key words: Feathers, Feather meal, Viscera meal, proteases.
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1. INTRODUCAO

A restinga do bioma da Mata Atlantica é formada por um conjunto de
ecossistemas bem peculiares. E um ambiente predominantemente arenoso formado
pelas regressbes e transgressdes do nivel do mar. As &reas de restinga séo
ocupadas por plantas herbaceo-arbustivas, localizadas proximas as praias ou sobre
as dunas e se distribuem até florestas com vegetacdo mais densa em direcdo ao
interior do continente. Cada espécie vegetal na restinga se torna um ambiente para
a colonizacdo de uma grande variedade de organismos e microrganismos
(MARTINS, 2012; FREIRE et al.,, 2015). As restingas sdo ambientes sujeitos a
diversos impactos, o que pode fazer com que grande parte destes habitats sejam
perdidos sem que sua biodiversidade bem como seu potencial biotecnolégico sejam
conhecidas (MARTINS, 2012).

Dentre os organismos que podem ser encontrados nas areas de restingas
estdo os fungos. Estes sdo caracterizados por serem organismos heterotroficos,
eucariotos e podem ser unicelulares (leveduras) ou multicelulares. Esses
organismos sao encontrados em praticamente todos os ambientes no planeta. A
principal funcdo ecolégica desses microrganismos é a reciclagem de matéria
organica, que esta diretamente relacionada com capacidade deles secretarem um
conjunto enzimatico diverso que incluem as proteases. Varios produtos
biotecnolégicos ja foram formulados com base em enzimas proteoliticas fangicas
(RAO et al., 1998; LADEIRA et al., 2010; SOUZA et al., 2015; SOUZA et al., 2017)

As proteases sdo enzimas degradativas que catalisam a hidrdlise de
proteinas. (RAO et al., 1998, SOUZA et al., 2015). Esse processo é chamado de
clivagem proteolitica, ja que essas enzimas sao responsaveis por realizar a clivagem
das ligacGes peptidicas entre os aminoacidos das proteinas (RAO et al, 1998;
LADEIRA et al., 2010, SOUZA et al., 2015). As enzimas proteoliticas possuem papel
importante nos campos fisiolégicos e comerciais. Elas realizam uma grande
variedade de funcdes fisiolégicas complexas, e por isso sdo encontradas em todos
0S organismos Vivos existentes. As proteases extracelulares catalisam a hidrélise de
proteinas em moléculas menores para a consequente absorcdo da célula, enquanto
gue as intracelulares possuem um papel vital na regulagdo do metabolismo. (RAO et
al., 1998; SOUZA et al., 2015)

A grande variedade de proteases em contraste com sua elevada
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especificidade de acdo tem atraido atencdo de pesquisadores de diversas areas
devido a possibilidade de sua exploracao para aplicacdes médicas e biotecnolégicas
(TUNGA; SHRIVASTAVA; BANERJEE, 2003; SOUZA et al., 2017). As proteases
séo utilizadas no processamento de alimentos, bebidas, formulacdo de detergentes,
processamento de couro e pele, amaciamento de carnes, formulacdo de
medicamentos, industria téxtil, e outros. (LADEIRA et al., 2010; SOUZA et al., 2015;
SOUZA et al., 2017)

As enzimas proteoliticas também tém sido utilizadas no processamento
biotecnolégico de penas para producdo de racdo animal, em oposicdo aos
processos tradicionais, ja que apresenta vantagens como o enriquecimento proteico
proporcionado pela propria biomassa microbiana e também a ndo destruicdo de
aminoacidos essenciais (ONIFADE, et al., 1998; ANITHA; PALANIVELU, 2013). A
farinha de pena hidrolisada previamente por atividade microbiana também pode ser
utilizada como fertilizante nitrogenado nos cultivos agricolas (ICHIDA et al., 2001).
Essas alternativas para o descarte de penas tém sido amplamente exploradas ja que
o descarte inadequado das penas oriundas da indastria avicola ocasiona impactos
ambientais, como contaminacéo de solo e de corpos d’agua. (PINTO el al., 2015)

O uso de métodos de bioconverséo industrial de biomassa tem crescido, e
com o objetivo de diminuir o impacto causado por esses rejeitos queratinosos
(WANG et al., 2016). Nesse cenario as proteases fungicas tém atraido a atencéo de
biotecndlogos ambientais, pois os fungos podem crescer em substratos de baixo
custo e secretar grande quantidade de enzimas em meio de cultura, o que poderia
facilitar o processamento de residuos. (ANITHA; PALANIVELU, 2013)

Todas as aplicacbes para os residuos oriundos da inddstria avicola
hidrolisadas previamente por atividade microbiana requerem estudos antecedentes,
tanto do potencial biotecnolégico dos microrganismos selecionados como das
proteases secretadas por esses isolados. Nesse contexto, esse estudo buscou
avaliar a degradacado desses residuos por fungos filamentosos isolados da restinga
de Guaibim, BA, e otimizar a degradacao de farinha de pena visando contribuir para
o melhor reaproveitamento de penas, além de ampliar conhecimentos sobre a

biodiversidade de microrganismos encontrados na restinga.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Residuos da atividade avicola

O crescimento da atividade avicola tem gerado preocupacéo ecoldgica ja que
varios milhdes de toneladas residuos podem se acumular em forma de lixo ap6s o
processamento das aves para consumo humano, podendo causar poluicdo
ambiental como a contaminacgéo de solo e de corpos d’agua (ONIFADE et al., 1998;
GUPTA; RAMNANI, 2006 ; PINTO et al., 2015).

De acordo com o Relatério Anual da Associacao Brasileira de Proteina Animal
- ABPA (2017) 34% de todo o frango produzido no Brasil € destinado a exportacao,
enquanto 66% alimenta o mercado interno. O Brasil alcancou, em 2016, o primeiro
lugar no ranking de paises exportadores de frango, se tornando o segundo maior
produtor no mercado mundial de carne de frango (ABPA, 2017).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE
(2017), s6 no 1° trimestre de 2017 foram abatidas 1,48 bilhdo de frangos, o que
demonstra um aumento significativo no nimero de abates em relacdo aos anos
anteriores, consequencia do crescimento da atividade avicola no Brasil.

A grande demanda da producdo de carne de frango vem expandindo o
numero de instalacdes de aviarios para abastecer o mercado ocasionando impactos
ambientais com a geracédo de residuos e utilizacdo de recursos naturais (OVIEDO-
RONDON, 2008; PINTO et al., 2015). Este fato é ainda mais alarmante para as
criacdes voltadas para a exportacdo, pois 0s paises estao valorizando empresas que
evitam danos ao meio ambiente. A producdo de frango origina anualmente um
grande volume de residuos com alto conteudo de nitrogénio, fésforo, potassio, e alta
carga microbiana. A rapida degradacdo destes residuos pela acdo de
microrganismos ocasiona volatilizacdo de aménia e odores que atraem insetos e
roedores(OVIEDO-RONDON, 2008).

Dependendo do tipo de manejo empregado, os residuos dos aviarios podem
ser tanto poluentes como produtores de novos insumos com valor agregado a partir
dos residuos do processamento, com impacto ambiental minimo na sua producgéo
(OVIEDO-RONDON, 2008). No processo de abate de frangos, partes desses
animais sdo descartadas por serem improprias para o consumo humano. Os

principais residuos na linha de abate sdo visceras ndo comestiveis, penas, sangue e
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gordura (SILVA et al.,, 2011; PINTO et al.,, 2015). Esse material de descarte é,
geralmente, encaminhados para um destino que n&o promova nenhum risco ao meio
ambiente. Eles sdo submetidos a processos térmicos para a destruicdo e inativacao
de microrganismos patogénicos presentes, ftriturados, e transformados em
subprodutos como a farinha de viceras e a farinha de penas (SILVA et al., 2011).
Esses subprodutos sdo comumente utilizados como ingredientes para a fabricacao
de racdo animal (ONIFADE et al., 1998; GUPTA; RAMNANI, 2006; MOORE et al.,
2006; SILVA et al., 2011).

De acordo com Branco et al. (2001), a farinha de penas € um produto rico em
proteinas e em aminoacidos sulfurados, no entanto, pesquisas tém demonstrado a
baixa digestibilidade desse produto. Segundo Onifade et al. (1998) e Branco et al.
(2003) a baixa digestibilidade e insolubilidade da farinha de penas tém sido
atribuidas as pontes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas dentro da molécula de
gueratina e pontes dissulfeto presentes na cistina, que contribuem para manter a
maior estabilidade da proteina, dificultando a acdo enzimas.

As penas sdo constituidas de aproximadamente 90% de proteinas estruturais
em forma de queratina, sendo que a maior parte € a B-queratina, baseada nos
padrdes de difracdo de raios X (FRASER; PARRY, 2011; WANG et al., 2016), e
microscopia eletrénica (FILSHIE, 1962). Considerando que as penas representam
de 5 a 7% do peso dos frangos e que o Brasil é o segundo produtor mundial dessa
ave, existe, portanto, uma grande disponibilidade desse subproduto da industria
avicola que pode ser usado na producéo de bioprodutos com maior valor agregado

do que farinhas de pena e de viceras. (MOORE et al., 2006)

2.2. Queratina

As gueratinas séo proteinas fibrosas e recalcitrantes que formam um grupo de
proteinas insoluveis e formadoras de filamentos. Essas proteinas sdo produzidas em
células do tecido epitelial de vertebrados, e pertencem a superfamilia de proteinas
de filamentos intermediarios (ONIFADE et al., 1998; SCHWEIZER et al., 2006;
MCKITTRICK et al., 2012; LANGE; HUANG; BUSK, 2016). As queratinas despertam
interesse por sua aplicagdo na industria téxtil, médico-farmacéutica e, mais
recentemente, na industria de polimeros e fibras sintéticas (IQBAL; KESHAVARZ,
2017).
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A queratina € o terceiro polimero mais abundante na natureza apos a celulose
e a quitina. Um amplo espectro de animais desenvolveu a queratina como parte
estrutural de sua protecdo externa e esta presente na epiderme, 1a, cabelos, pelos,
chifres de mamiferos, penas, garras e bicos de aves e répteis (MCKITTRICK et al.,
2012; GREENWOLD et al., 2014; WANG et al., 2016).

Estruturas queratinizadas como a la ou penas, por exemplo, sdo tipicamente
durdveis e resistentes e por isso proporcionam suporte mecéanico e diversas funcdes
de protecdo na adaptacdo de vertebrados ao ambiente externo (ONIFADE et al.,
1998; WANG et al., 2016). Esse material queratinizado € composto principalmente
de a-queratinas, que existem em todos os vertebrados, e B-queratinas que, com
excecdo do pangolin, s6 existem em aves e répteis, como listado na Tabela 1
(HAAKE; KONIG; SAWYER, 1984; GREENWOLD et al., 2014; WANG et al., 2016).

Tabela 1 - Distribuigdo de a- e B-queratina

a-queratina L&, cabelo, pelos, unhas, chifres, cascos; estrato corneo
B-queratina Penas, bicos e garras aviarias, garras e escamas reptilianas

a- e B-queratina  Epiderme reptiliana, escamas de pangolins

(Adaptada de Wang et al., 2016)

A estrutura altamente enovelada da queratina em a-hélice (a-queratina) ou B-
pregueada (B-queratina) confere recalcitrancia e resisténcia a degradacao
proteolitica da maioria das peptidases. As queratinas possuem também um alto
indice de pontes dissulfeto, pontes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas ajudando
a manter sua alta estabilidade (MEYERS et al., 2008).

Apesar de possuirem estruturas moleculares bem diversificadas, um aspecto
em comum entre as queratinas é a presenca de cisteina na formacéao das fibras, que
€ o fator que confere também a insolubilidade dessa proteina. As a-gqueratinas séo
maiores que as B-queratinas. As B-queratinas tendem a conter mais aminoacidos
peguenos e ndo essenciais e 0 monémero apresenta um unico tamanho, enquanto
que as a-queratinas requerem dois monémeros de tamanhos diferentes para a
formacdo do filamento. Desse modo as estruturas terciarias formadas pelos
filamentos de a- e B-queratinas se diferem (BRUSH, 1996; WANG et al., 2016).
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Nas a-queratinas predominam segmentos em a-hélice, formando uma
estrutura bastante rigida, enquanto que as B-queratinas possuem a maior parte dos
seguimentos em folhas B-pregueadas formando uma estrutura ainda mais resistente.
As B-queratinas possuem diversas folhas pregueadas unidas e empilhadas por
interacBes hidrofébicas e pontes de dissulfeto. Esses fatores conferem resisténcia
mecanica e proteolitica a queratina (BRUSH, 1996; ONIFADE et al., 1998; MEYERS
et al., 2008; WANG et al., 2016).

2.2.1. Processos de degradacédo da queratina

A atividade proteolitica envolvida na degradacdo da queratina tém sido
amplamente estudadas, porém, 0 seu mecanismo de acdo tem se mostrado
altamente complexo e ainda ndo € bem compreendido. Ndo existem estudos que
expliguem o mecanismo exato de acdo das queratinases, porém existem evidéncias
gue apontam para a provavel existéncia dos seguintes processos: queratindlise
mecanica, sulfitolise (hidrolise de pontes dissulfeto) e protedlise (BRUSH, 1996;
ONIFADE et al., 1998). Entretanto, estudos mais recentes trazem novas hipoteses
para o processo de degradacdo da queratina, relatando a acdo cooperativa de
proteases que atuam na queratinolise e a possivel atuacdo de enzimas especificas
como as monooxigenases liticas de polissacarideos (LIMPOs) na decomposi¢cdo da
gueratina (LANGE; HUANG; BUSK, 2016).

2.2.2. Queratindlise mecanica

A degradacdo mecéanica da queratina s6 se aplica a fungos produtores de
micélio jA que esse tipo de degradacdo da queratina é resultado da presséao e
penetracdo da hifa no substrato queratinoso. Presume-se que este mecanismo
precede a hidrélise enzimatica uma vez que alguns estudos citados no trabalho de
Onifade et al. (1998) demonstraram a degradacéo de queratina antes mesmo de ser
detectada a atividade proteolitica. A penetracdo mecanica por micélios pode ser
necessaria para expor locais mais reativos para clivagem enzimética das ligacoes
peptidicas. A acdo simultdnea entre hidrélise mecanica e enzimética pode ser
sugerida como hipétese para os mecanismos de degradagdo da queratina, porém, a

sabida capacidade das enzimas queratinase purificadas de iniciar e continuar a
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degradacdo da pena lanca duvidas sobre a hipotese acima desde os anos 90
(ONIFADE et al., 1998).

2.2.3. Hidrdlise de pontes dissulfeto

Existe um consenso entre os pesquisadores de que uma hidrélise completa
da queratina so é possivel por meio da clivagem das pontes dissulfeto ja que estas
sdo a principal fonte de estabilidade e resisténcia a degradacéo por proteases, e
véarios estudos proporcionaram conhecimento sobre a ocorréncia de sua hidrélise
durante a degradacao da queratina (ONIFADE, et al., 1998; WANG et al., 2016).

Sabe-se que o aminoéacido cisteina possui grupamentos tiol (-SH) em sua
cadeia lateral. Dois residuos de cisteina podem, dessa forma, interagir originando
uma ligacdo dissulfato (-S-S-), também denominada de pontes de enxofre,
caracteristica da molécula de cistina que € um dipeptideo da cisteina como ilustrado
na Figura 1 (NELSON; COX, 2014).

f|300— (FDD—
H,N—CH H,N—CH

Cisteina (13 H, (|: H,
% — Cistina
CHE CHE

Cisteina | + +
(|3H —NH; {llH —NH,
COO0- COO-

Figura 1 - Formacéo de uma ligacao dissulfeto (Adaptada de Nelson e Cox, 2014)

Kunert et al. (1992) relatam que alguns fungos podem metabolizar a cisteina livre ou
combinada como fonte de enxofre e nitrogénio. Os produtos deste metabolismo séo
enxofre inorganico e outros produtos intermediarios. Kunert (1992) ainda sugeriu que
0 excesso de enxofre absorvido pelo fungo é excretado de volta ao meio na forma
oxidada como sulfato e sulfito. O sulfito reage em pH neutro a alcalino com cistina

clivando-o em cisteina e S-sulfocisteina. Essa reagdo também pode ocorrer
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segundo, o autor, com cistina combinada em proteinas como a queratina, portanto a
queratina pode ser desnaturada por excrecao de sulfito, que causa a sulfitélise das
ligacdes dissulfeto, antes do ataque de proteases fungicas.

De acordo com estudos realizados por Bockle e Muller (1997) para a
degradacdo de 6rgdos queratinosos complexos como penas de frango, é necessario
que seja feita uma distincdo entre a desintegracdo inicial desses 06rgdos em
subestruturas menores e a completa dissolu¢cdo da queratina molecular. O primeiro
pode ser causado por proteases que atuam sobre a matriz interqueratina, enquanto
0 ataque a queratina necessita de mecanismos degradativos adicionais e a clivagem
das ligacbes entre as cistinas também pode ter uma influéncia significativa na
degradacéo da queratina.

Os estudos de Yamamura et al. (2002) também corroboraram estes
resultados fornecendo evidéncias de enzimas que podem quebrar as pontes de
enxofre e que levam a producédo e secrecdo de sulfito; que é citado como um
colaborador na decomposicdo da queratina, quebrando as pontes de enxofre, e
assim dando as enzimas um melhor acesso ao substrato queratinoso. Esses
estudos demonstram que o rompimento de ligacdes dissulfeto da estrutura de
gueratina atua sinergicamente com as queratinases (KUNERT, 1992; BOCKLE;
MULLER, 1997; YAMAMURA et al. 2002).

2.2.4. Protedlise da queratina

A protedlise é o estagio proteolitico da queratindlise e presume-se que esta
fase ocorra da mesma forma que em outras proteinas, porém a grande variedade de
gueratinases (proteases) quanto a condicfes 6timas, pesos moleculares, ativadores
e inibidores demonstram a escassez de conhecimento sobre mecanismo de hidrélise
de proteinas pelas queratinases (LANGE; HUANG; BUSK, 2016). E inegavel que a
protedlise por queratinases microbianas seja consistentemente maior quando
comparada com outras proteases e é esse fator que difere esse grupo de enzimas
(ONIFADE, et al., 1998). Além disso, a preferéncia da queratinase purificada para a
gueratina, uma cadeia longa e compacta de moléculas, fornecem evidéncias a favor
de queratinases especificas. No entanto, a capacidade das proteases néo
especificas de degradar a queratina sulfitolisada dificulta a compreensao sobre a
especificidade das queratinases. (ONIFADE, et al., 1998; LANGE; HUANG; BUSK,
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2016). Essas inconsisténcias no metabolismo microbiano de outros produtos
organicos complexos, como celulose, quitina, e polissacarideos também sdo comuns
e quanto mais se estuda a decomposi¢cdo enzimatica da queratina, mais Obvio se
torna que uma distingdo entre verdadeiras queratinases e outras proteases nao é
simples. Essa complexidade sugere a probabilidade de diferentes modos de acao
para a protedlise da queratina (LANGE; HUANG; BUSK, 2016).

2.2.5. Novas hipGteses para o processo de degradacao da queratina

Por anos, desde a descoberta de enzimas degradadoras de queratina
produzidas por fungos e bactérias, os estudos se concentraram principalmente em
encontrar uma unica protease que apresentasse atividade eficiente de hidrolise da
gueratina. Porém, recentemente, estudos tem sugerido que varias proteases
também podem ter atividade queratinolitica, e que a completa degradacdo da
gueratina sO € possivel se varias enzimas queratinoliticas atuarem juntas. (LANGE;
HUANG; BUSK, 2016).

O primeiro relato sobre a acdo cooperativa de duas enzimas, resultando na
degradacéo efetiva da queratina foi publicado por Yamamura e colaboradores em
2002. Nesse estudo os autores mostraram que nenhuma das enzimas estudadas
apresentou atividade queratinolitica independentemente, no entanto, apos a mistura
das duas enzimas, a atividade queratinolitica foi aumentada de forma significativa.
Um estudo mais recente feito por Huang et al. (2015) relataram que todas as
gueratinases secretadas por um fungo conhecido por crescer em materiais
gueratinosos demonstrou que € necessario um minimo de trés queratinases para
decompor queratina e que misturas enzimaticas podem otimizar o processo de
degradacdo da queratina. Todos esses estudos apontam para a provavel
possibilidade de que a hidrélise da queratina pode exigir diferentes modos de acéao,
e mais do que apenas uma enzima (LANGE; HUANG; BUSK, 2016).

Outros estudos ainda, baseados na comparacdo entre a decomposicao
microbiana da queratina e de polimeros como celulose e quitina, demostrou que as
enzimas especializadas, as monooxigenases liticas de polissacarideos (LPMOSs),
gue sao importantes para quebrar a recalcitrancia da celulose e da quitina, também
sdo encontradas em fungos que degradam a queratina. Hipoteses para a atuagao

das LPMOs na decomposi¢cdo de queratina tém sido formuladas, e podem servir
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como base para o projeto de processos industriais para a utilizagdo de residuos
inexplorados como penas de frango e cerdas de porco em ragdes para animais ou
adubos (LANGE; HUANG; BUSK, 2016).

2.3. Proteases fungicas

As proteases, também conhecidas como peptidases, sdo umas classes de
enzimas capazes de hidrolisar as ligacGes peptidicas de uma proteina e transforma-
las em fragmentos de proteina formados pelos aminoacidos constituintes. Essas
enzimas causam alteracdes irreversiveis ou a total destruicdo dos substratos,
tornando-as extremamente importantes principalmente nos processos fisioldgicos,
patolégicos e industriais (RAO et al, 1998; SOUZA et al., 2015). As proteases tém
atraido a atencdo de pesquisadores ndo sO por desempenharem um papel
importante nos processos metabolicos celulares, mas também pelo seu uso na
industria (GUPTA; BEG; LORENZ, 2002; ANITHA; PALANIVELU, 2013).

Os fungos possuem a capacidade de sintetizar uma grande variedade de
proteases, que podem ser classificadas como intracelulares ou extracelulares. As
proteases intracelulares sdo importantes para varios processos celulares e
metabolicos, como esporulacéo, renovacdo de proteinas, maturacdo de enzimas e
hormbnios, e manutencdo do pool de proteinas celulares. As proteases
extracelulares sdo importantes para a hidrolise de proteinas em ambientes livres de
células e permitem que a célula absorva e utilize produtos hidrolisados. Bem como
sdo exploradas comercialmente em varios processos industriais (GUPTA; BEG;
LORENZ, 2002).

As proteases podem ser produzidas em grandes quantidades em um
periodo de tempo relativamente curto por meio de métodos estabelecidos de
fermentacdo (GUPTA; BEG; LORENZ, 2002). Nos dultimos anos, tem havido
tentativas para produzir diferentes tipos de proteases por fermentacdo submersa ou
fermentacdo em estado sélido, utilizando diferentes substratos. Um grande namero
de cepas fungicas pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium , Rhizopus ,
Mucor , Humicola , Thermoascus, Thermomyces, entre outros, tem sido estudados
para produzir proteases (SOUZA et al., 2015).

Os fungos filamentosos sdo utilizados em muitos processos industriais para

a producédo de enzimas e metabdlitos. Entre as muitas vantagens oferecidas pela
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producdo de enzimas, estdo 0 baixo custo com materiais aliados a alta
produtividade, producdo mais rapida, e facilidade com que as enzimas podem ser
modificadas, além disso, as enzimas, sendo normalmente extracelulares, s&o
facilmente recuperaveis do meio de cultura (VISHWANATHA, RAO, SINGH, 2009;
ANITHA, PALANIVELU, 2013).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Identificar fungos filamentosos isolados da restinga de Guaibim e avaliar a
degradacédo de residuos e subprodutos da industria avicola durante fermentacéo

submersa

3.2. Objetivos especificos:

e Identificar isolados fungicos por filogenia molecular;

e Avaliar o efeito da composicdo de sais do meio de cultura liquido e da
autoclavagem na capacidade de degradacéao de penas de frangos;

e Avaliar o perfil de proteases secretadas pelos isolados durante a fermentacéo
submersa;

e Avaliar a degradacao de farinha de penas pelo isolado fangico que possuir as

melhores caracteristicas biotecnolégicas.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Isolados fungicos
Neste estudo, nove isolados fungicos do acervo de culturas microbianas do

Laboratério de Biologia Evolutiva (LABEV) da Universidade Federal do Recdncavo

da Bahia (UFRB) foram testados. Os fungos selecionados pertencem aos géneros
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Purpureocillium sp. 1S35, Penicillium sp. 1S25.2, Aspergillus sp. 1S37, Fusarium sp.
IS98, Trichoderma sp. 1S57, Metarhizium sp. 1S15, Acremonium sp. 1S21.1,
Lecanicillium sp. 1S5.2, e Cladosporium sp. ISSD.8.

4.2. Extracdo de DNA, amplificacdo, sequienciamento

Para a extracdo de DNA os isolados fungicos foram cultivados a 28 °C em
meio de cultura malte sélido 20% por 5 dias. ApOs esse periodo, a extracdo foi feita
segundo o protocolo de Doyle e Doyle (1990) com modificagbes. A amplificacéo e
sequenciamento das espécies dos géneros Penicillium, Purpureocillium, Aspergillus
e Metarhizium foram realizados com fragmento do gene benA (B-tubulina), utilizando
os primers BT2a (5’-GGT AAC CAA ATC GGT GCT GCT TTC-3’) e BT2b (5’-ACC
CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC-3’) (GLASS; DONALDSON, 1995). Para as
espécies do género e Trichoderma e Cladosporium foi analisado o gene TEF (fator
de alongamento da traducé&o), utilizando os primers EF1-728F (5-CAT CGA GAA
GTT CGA GAA GG-3) e EF986-R (5-TAC TTG AAG GAA CCC TTA CC-3)
(BENSCH et. al., 2012; AL-SADI, et. al.,, 2015). Para a espécie do género
Acremonium a amplificacdo foi realizadas com a regido LSU (subunidade menor
DNA ribossomal), utilizando os primers NL1 (5’-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA
AAG-3’) E NL4 (5-GGT CCG TGT TTC AAG ACG G-3’) (GIRALDO et al., 2014). E
para espécies do género Lecanicillium e Furasium as amplificacdes foram realizadas
com a regido ITS (espagador interno transcrito), utilizando os primers ITS5 (5’- GGA
AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3’) e NL4 (5-GGT CCG TGT TTC AAG ACG G-3’)
(ABREU et al., 2014 ; WATANABE et al., 2011). As reacdes e 0s programas dos

PCRs estéo descritas na Tabela 2 e 3, respectivamente.



Tabela 2 - Reacgbes das PCRs (Volume em L)
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EF1-728/

Reagentes BT2a/BT2b EF986-R NL1/NL4 ITS5/NL4
Tampao 10X (uL) 2,5 2,5 2,5 2,5
MgCl, (50mM) 2,0 2,5 2,0 2,0
dNTPs (2,5mM) 2,0 2,5 2,0 2,0
Taq polimerase (5 U/uL) 0,3 0,3 0,3 0,2
Primer 1 (10 pmol/uL) 1,0 2,0 1,0 1,0
Primer 2 (10 pmol/uL) 1,0 2,0 1,0 1,0
DNA (uL) 2,0 2,5 2,0 2,0
Agua (pL) 14,2 10,7 14,2 14,3
Tabela 3 - Programas das PCRs

Isolados Primers Desna}tgragao Ciclos Extgnsao
Inicial Final
35x - 94°C-
Aspergillus sp. 1IS37 BT2a/ R 30”; 58°C- o £
Metarhizium sp. 1IS15 BT2b 94°C-3 457, 72°C- 72°C-5
1:30°
Penicillium sp. 1S25.2 BT2a/ o 45 40x '0940(,:_'1 ! o
P il 1S35 BT2b 94 °C4 60°C-1’; 72 °C-7
urpureocillium sp. 72002’
; 40x- 94°C-
C'??'Oﬁpg””m SP. '%85[;'8 EEFFggg?Q/ 94 °C-5’ 45;52°C- 72 °C-6
I’IC O erma Sp. - 30”; 7200_90”
40x- 94°C-
Acremonium sp. 1S21 NL1/NL4 94 °C-3’ 45”;56°C-1’; 68 °C-10’
72°C-1’
" 40x- 94°C-
Lecanicillum sp. IS 5.2 | oo/ ) 4 94 °C-3' 457, 56°C-1", 68 °C-10’
Furasium sp. 1IS98 79°C-1"

Os produtos dos PCRs foram enviados para serem sequenciados na

empresa ACTGene Analises Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS,

Porto Alegre, RS) utilizando o sequenciador automatico AB 3500 Genetic Analyzer

armado com capilares de 50cm e polimero POP7 (Applied Biosystems). As

sequéncias foram editadas no programa Chromas 2.6.2 (Technelysium DNA

Sequencing Software).
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4.3. Andélises filogenéticas

As sequéncias nucleotidicas obtidas de cada isolado fangico foram
comparadas com sequéncias depositadas no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) utilizando o programa BLASTN (ALTSCHUL, et al.,
1997). Esta comparacdo foi realizada para saber com quais espécies nossos
isolados fungicos eram taxonomicamente mais relacionados. Em seguida, as
sequéncias nucleotidicas dos genes selecionados das espécies tipo mais préoximas
aos nossos isolados foram recuperados. O alinhamento mdultiplo destas sequéncias
e a edicdo foram feitos no programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013). As arvores
filogenéticas foram geradas no mesmo programa utilizando o método de Maxima

Verossimilhancga, com 1000 bootstraps.

4.4. Obtencédo das penas de frango, farinha de visceras e farinha de penas

As farinhas de viscera e de penas foram doadas pela Avigro Avicola
Agroindustrial e as penas foram doadas por um abatedouro localizado no municipio
de Cruz das Almas, BA. As penas foram lavadas, uma a uma, em agua corrente e
posteriormente foram submetidas as lavagens com agua e alcool a 50%. As penas

foram secas em estufa de ventilacdo forcada a 60 °C por 24 h.

45. Avaliacdo do efeito da composicdo salina e da autoclavagem na

degradacdo de penas por isolados fungicos

Os isolados fungicos foram reativados em placas de Petri contendo meio
de cultura de pena triturada (g/L) NaCl 0,5, K;HPO4 0,3, KH,PO4 0,4, Pena Triturada
10,0, Agar 15,0 e Clorafenicol 0,075.

A degradacédo das penas de frango pelos isolados fungicos foi avaliada por
fermentacdo submersa em dois meios de cultura com diferentes composicdes
salinas: Meio Minimo Mineral 1 (MMM1), composto por (g/L) MgSO,4.7H,O 0,05,
ZnS0,4.7H,0 0,005, FeS0O,.7H,0 0,015, CacCl, 0,025, K;HPO, 0,3, KH,PO, 0,4, pH
6,7+0,1 e o Meio Minimo Mineral 2(MMM 2), composto por (g/L) NaCl 0,5, K;HPO,
0,3, KH2PO4 0,4, pH 6,7£0,1. Esse experimento foi conduzido em duas condi¢Ges

distintas de autoclavagem das penas: Penas autoclavadas junto com a solugéo
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salina do meio de cultura e penas autoclavadas separadamente da solucéo salina do
meio de cultura. Discos de micélio com 1,0 cm de didmetro da borda de colbnias
com sete dias de crescimento foram transferidos para Erlenmeyers de 250 mL
contento 0,6 g de penas como Unica fonte de carbono e nitrogénio acrescidos de 60
mL da solugdo salina. ApGs sete dias de incubac¢do em incubadora com agitacdo a
uma temperatura controlada de 30°C e 150 RPM, o produto da fermentacao foi
autoclavado e filtrado em papéis de filtro previamente secos em estufa a 65 °C por
24 horas e posteriormente pesados. Em seguida os papéis de filtro contendo os
residuos da fermentacdo foram secos em estufa conforme descrito acima. O peso
do residuo de pena das fermentac@es foi calculado pela diferenca entre o peso seco
dos filtros antes da filtragem e apdés a filtragem. A porcentagem de degradacéo foi
calculada pela diferenca do peso inicial das penas e o peso final dos residuos das
penas oriundos da fermentacdo submersa.

Os ensaios foram conduzidos utilizando delineamento experimental em
blocos casualisados no tempo com 5 repeticoes para cada tratamento, em um
esquema fatorial 9 x 2 x 1, ou seja, nove isolados fungicos, dois meios salinos e uma
condicdo de autoclavagem das penas. O pH final de cada tratamento foi medido em
3 dessas repeticdes. A analise estatistica dos resultados foi realizada por meio da
analise de variancia (ANOVA) e as médias de degradacdo foram comparadas pelo
Teste de Skott-Knott, utilizando o software R Core Team da The European
Environment Agency (EEA, 2018).

4.6. Zimogramas

O perfil de proteases secretadas pelo isolado fungico foi obtido pela técnica
de zimograma baseados na metodologia descrita por Peyronel e Cantera (1995)
com modificagdes. O método consiste em uma eletroforese em condicdo né&o
desnaturante baseada no SDS-PAGE que inclui um substrato copolimerizado com o
gel de poliacrilamida. O substrato incorporado ao gel foi gelatina. Os zimogramas
foram realizados com aliquotas dos sobrenadantes obtidos no 5° dia de fermentacao
submersa dos isolados. Foram testadas amostras do sobrenadante obtidos com a
fermentacdo submersa de penas autoclavadas junto com o meio salino e penas
autoclavadas separadamente do meio salino. As amostras foram preparadas

conforme descrito na Tabela 4.
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Tabela 4 - Valores utilizados para o tratamento das amostras utilizadas no
zimograma

Variaveis IS35, 1S15, 1S21.1 e 1S5.2, 1S98 e IS37, 1S25.2, e
1S98 1IS57 ISSD8
C:atrfrl(rengpjrzedneto 6pl 6pl 10ul
Soft;rren:]:r?tgr(;?oda 6ul 10ul 15ul
Quircl)'tlig?g;adr?orgi;tura 6ul 10ul 15l

As amostras foram preparadas em condicdo ndo desnaturantes, para que
as atividades dessas enzimas pudessem continuar ativas, e assim interagir com o
substrato presente no gel. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10% e a migragao eletroforética foi realizada em tampéao Tris-Glicina
(Tris 0.25M, Glicina 1.92M, Tris pH 8,5) por 150 minutos a 120 V, 300 mA a 4oC.
Apoés a eletroforese, o SDS foi removido do gel usando Triton X-100 e o gel foi
incubado no tampé&o de digestao (Tris HCI 50 mM, pH 8,0) a 370C, por 4 horas. Em
seguida, o gel foi corado com solucédo de azul Coomassie Blue R-250 para leitura

das areas de digestdo enzimatica que apareceram como areas nao coradas.
4.7. Degradacao em farinha de pena utilizando delineamento experimental

Para analisar a degradacdo da farinha de pena foi utilizado o isolado
Metarhizium sp. 1S15 em fermentacdo submersa com MMM2. O efeito da
concentracdo de farinha de penas (X;) e a concentracdo de esporos (X,) foi
estudado por meio de um planejamento composto central rotacional (DCCR) 22
resultando em 12 combinacdes de ensaios, como mostra as Tabelas 5 e 6. A
concentragao central de esporos foi determinada pela contagem da quantidade de
esporos, por meio da camara de Neubauer, presentes nos discos de 1,0 cm de

didmetro do crescimento micelial.
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Tabela 5 - Variaveis e seus valores codificados e reais utilizados no Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) para a degradacéo de farinha de penas.

Variaveis* -1,41 -1 0 1 1,41
X1 0,18 0,3 0,6 0,9 1,02
X5 0,7x10° 1,1x10° 1,1x10’ 1,1x108 1,5x10°8

*X;: Concentracdo da farinha de penas (g); X,: Concentracdo de suspensao de esporos (esporos/mL)

Tabela 6 - Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) para
duas variaveis visando a degradacao de farinha de penas.

] Valores codificados Valores reais
Ensaios X, X, X, X,
1 -1 -1 0,3 1,1x10°
2 1 -1 0,9 1,1x10°
3 -1 1 0,3 1,1x108
4 1 1 0,9 1,1x108
5 -1,41 0 0,18 1,1x10’
6 1,41 0 1,02 1,1x10’
7 0 -1,41 0,6 0,7x10°
8 0 1,41 0,6 1,5x10°
9 0 0 0,6 1,1x10’
10 0 0 0,6 1,1x10’
11 0 0 0,6 1,1x10’
12 0 0 0,6 1,1x10’

X;: Concentracdo da farinha de penas (g); X,: Concentracdo de suspenséo de esporos (esporos/mL)

A degradacéo da farinha de pena foi avaliada no sétimo dia de fermentacao
submersa. A analise dos resultados foi realizada por meio da analise de variancia
(ANOVA) e da superficie de resposta , utilizando o software Statistica 7.0. A

superficie de resposta foi gerada com base no seguinte modelo estatistico:

Equacéo:
y = b0 + b1X1 + b2X2 + b12X1X2 + b11X2 1 + b22X2?

onde y é a resposta predita para a degradacdo de farinha de pena; X1 e X2 sédo as

formas codificadas (concentragcdo de farinha de penas (%) e concentracdo de



27

suspensao de esporos (esporos/mL), respectivamente; b0 ponto de insergcéo; bl e
b2 s&o os coeficientes lineares; b12 é o coeficiente de dupla interacdo e b1l e b22
sdo os coeficientes quadraticos.

4.8. Avaliacdo da degradacéao da farinha de visceras

Os nove isolados fangicos foram inicialmente reativados em placas de Petri
contendo meio de cultura de farinha de visceras composto por (g/L) NaCl 0.5,
K2HPO4 0.3, KH2PO4 0.4, Farinha de Visceras 10.0, Agar 15.0 e Clorafenicol
0.075. No 7°dia ap6s a inoculacéo discos de 1,0 cm de diametro das coldnias foram
transferidos para Erlenmeyers de 250 mL contento 60 mL de Meio Minimo Mineral 2
(MMM2) e 0,6 g de farinha de visceras como unica fonte de carbono e nitrogénio. A
degradacéo da farinha de visceras foi analisada em duas diferentes condi¢des de
autoclavagem: Farinha de visceras autoclavada juntas (VJ) e separadamente do
meio salino (VS). A andlise estatistica dos resultados foi realizada conforme a
metodologia descrita no item 4.5 deste topico. O pH final de cada tratamento

também foi medido em 3 repeticdes.

5. RESULTADOS

5.1. Analises filogenéticas

De acordo com as analises filogenéticas Lecanicillium sp. IS15 e Penicillium
sp. 1S25.2 pertencem respectivamente as espécies Lecanicillium aphanocladii e
Penicillium guaibinense (Figuras 2 e 3). O isolado Aspergillus sp. 1S37 esta
filogeneticamente relacionado com a espécie Aspergillus hortai, e Acremonium sp.
IS21.1 mostrou proximidade com as espécies Acremonium borodinense e
Acremonium pinkertoniae em um clado politdmico (Figuras 4 e 5). As analises
revelaram ainda que Metarhizium sp. IS15 e Cladosporium sp. ISSD8 formam clados
distintos das demais espécies, demonstrando serem, portanto, duas novas espécies,
como mostram as Figuras 6 e 7, respectivamente. A sequéncia ITS de Fusarium sp.

IS98 tem 100% de identidade sequéncias homodlogas de Fusarium oxisporum. A
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sequéncia de nucleotideos parcial do gene benA de Purpureocillium sp. IS35 possui
99,65 % de identidade com benA de Purpureocillium lilacinum. A sequéncia
conseguida para o gene ITS de Trichoderma sp. 1S57 foi pequena contendo apenas
177 nucleotideos que tem 96% de identidade com Trichoderma harzianum.

o6 | Lecanicillium sp. 1S5.2
AJ292431.1 L. aphanocladii CBS 376.77

73 MH861964.1 L. dimomphum CBS 363.86 T

100

NR 111102.1 L. saksenae IMI 179841 T
WL MH861374.1 L. psalliotae CBS 532.81
—— MH858126.1 L. muscarium CBS 143.62 T
95 L——— KM283820.1 L. longisporum CBS 126.27 T
NR 111100.1 L. fusisporum CBS 164.70 T
NR 121208.1 L. araneicola NBRC 105407 T

A
0.01

Figura 2 - Arvore filogenética das espécies do género Lecanicillium, baseada no
alinhamento mdultiplo das sequéncias de nucleotideos parciais do gene ITS. A
reconstrucao filogenética foi realizada pelo método da maxima verossimilhanca com
1000 bootstraps. A escala representa o numero de substituicées. L. araneicola foi
usado como grupo externo. O isolado Lecanicillium sp. 1S15 forma o mesmo clado
com L. aphanocladii.
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KY495126.1 Penicillium sp. YD-2017b strain NN072385
69 Penicillium sp. 1S25.2

. Penicillium guaibinense

Penicillium guaibinense
i KJ775167.1 P singorense DTO 133C6T

KT887833.1 P amphipolaria DAOMC250551T
A
82L_KY495113.1 Penicillium sp. YD-2017r strain NNO72081

GU981646.1 P penarojense CBS 113178T

- —wl_____ GU981647.1 P vanderhammenii CBS 126216T

GU981649.1 P daleae CBS 211.28T

96 KY495125.1 Penicillium sp. YD-2017k strain NNO72384
4'”':1951 38.1 Penicillium sp. YD-2017n strain NNO72456

GU981650.1 P abidjanum CBS 246.67T

GU981651.1 P zonatum CBS 992.72T

46

—
0.01

Figura 3 - Arvore filogenética das espécies do género Penicillium, secdo Lanata-
divaricata baseada no alinhamento multiplo das sequéncias de nucleotideos parciais
do gene benA. A reconstrucao filogenética foi realizada pelo método da maxima
verossimilhanga com 1000 bootstraps. A escala representa o numero de
substituicées. O isolado Penicillium sp. 1S25.2 formou o mesmo clado com
Penicillium guaibinense.

g9 — Aspergillus sp. 1837
% 4[ FJA91706.1 A. hortai NRRL 274 T
B EF669519.1 A. ferreus NRRL 255 T
2 FJ491731.1 A. alabamensis CBS 125063 T
EF669523.1 A. pseudoterreus NRRL 4017 T

FJ491714.1 A. floccosus CBS 116.37 T
EF669524.1 A. aureoterreus NRRL 1923 T

—
0.1
Figura 4 - Arvore filogenética das espécies do género Aspergillus baseada no
alinhamento multiplo das sequéncias de nucleotideos parciais do gene benA. A
reconstrucao filogenética foi realizada pelo método da méaxima verossimilhanca
com1000 bootstraps. A escala representa o niumero de substituicdes. Aspergillus
auroterreus foi usado como grupo externo. Na arvore o isolado Aspergillus sp. IS37
mostrou proximidade com Aspergillus hortai.
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Acremonium sp. IS 21.1
) HQ232003.1 A. borodinense CBS 101148 T
| NG058554.1 A. pinkertoniae CBS 157.70 T
67 NG 057892.1 Leucosphaerina arxii CBS 737.84 T
- NG056984.1 A. fusidioides CBS 840.68 T
9 MH871191.1 A. hennebertii CBS 768.69 T
NG 056983.1 A. flawum CBS 596.70 T
—99{ HQ232017.1 A. chrysogenum CBS 144.62 T
—— NG056982.1 A. exuviarum UAMH 9995 T
99— NG 056990.1 A. salmoneum CBS 721.71 T
NG 056977.1 A. altematum CBS 407.66 T

9%

91

—
0.005

Figura 5 - Arvore filogenética das espécies do género Acremonium baseada no
alinhamento multiplo das sequéncias de nucleotideos parciais do gene LSU. A
reconstrucao filogenética foi realizada pelo método da méaxima verossimilhanca
utilizando 1000 bootstraps. A escala representa 0 numero de substitui¢cdes.
Acremonium alternatum foi usada como grupo externo. O isolado Acremonium sp.
IS21.1 forma um clado politbmico com Acremonium borodinense e Acremonium
pinkertoniae.

Metarhyzium sp. 1S15
EU248822.1 M. anisopliae ARSEF 7487 T
EU248821.1 M. pinghaense ARSEF 4342
EU248826.1 M. brunneum ARSEF 2107 T
EU248816.1 M. robertsii ARSEF 727
EU248834.1 M. guizhouense CBS 258.90 T
88 | EU248840.1 M. majus ARSEF 1914 T

EU248837.1 M. lepidiotaec ARSEF 7488 T

EU248813.1 M. acridum ARSEF 7486 T

7;|: EU248814.1 M. globosum ARSEF 2596 T
EU248828.1 M. frigidum ARSEF 4124 T

98

—
0.01

Figura 6 - Arvore filogenética das espécies do género Metarhyzium baseado no
alinhamento de sequéncias parciais dos genes benA. O isolado Metarhyzium sp.
IS15 demonstra estar relacionado a espécie Metarhyzium anisoplie. O agrupamento
foi calculado pelo método da maxima verossimilhanca utilizando 1000 bootstraps. A
escala representa o numero de substituicdes. Metarhyzium frigidum foi usado como
grupo externo.
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8§ — Cladosporium sp. ISSD.8
90| L——HM148442.1 C. tenuissimum CBS 125995 T
27 HM148310.1 C. colocasiae CBS 386.64 T
HM148316.1 C. cucumerinum CBS 171.52 T
41 HM148244.1 C. cladosporioides CBS 112388 T
HM148236.1 C. angustisporum CBS 125983 T

69

81 HM148441.1 C. subuliforme CBS 126500 T
HM148338.1 C. funiculosum CBS 122129 T

HM148476.1 C. xylophilum CBS 125997 T

—
0.02

Figura 7 - Arvore filogenética das espécies do género Cladosporium, baseado no
alinhamento multiplo das sequéncias de nucleotideos parciais do gene TEF. A
reconstrucdo filogenética foi realizada pelo método da maxima verossimilhanca
utilizando 1000 bootstraps. A escala representa o0 numero de substitui¢cdes.
Cladosporium xylophilum foi usado como grupo externo. O isolado ISSD8 forma um
clado distinto préximo de C. tenuissimum.

5.2. Efeito da composicdo de sais do Meio Minimo Mineral e do processo da

autoclavagem na degradacéo de penas

A degradacao de penas de frango foi avaliada em dois meios de cultura com
composicdes salinas diferentes e com as duas condi¢des distintas de autoclavagem
das penas: penas autoclavadas juntas com a solucdo salina (PJ) e de penas
autoclavadas separadamente da solucédo salina (PS). Os valores médios obtidos
para os percentuais de degradacdo de penas de frango por isolados fungicos estéao
apresentados nas Figuras 8 e 9. A comparacdo dos resultados, através da andlise
de variancia, revelou que a composicdo do meio salino nao teve influencia
significativa nos percentuais de degradacdo alcancados pelos isolados fungicos,
tanto com PJ quanto com PS com p-valor de 0.662 e 0.522 respectivamente

(Apéndice | — Tabelas suplementares 1 e 2).
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Figura 8 — Resultados da degradacdo de penas autoclavadas junto com o meio

salino (PJ). As letras minGsculas acima das barras representam a diferenga estatistica entre os
percentuais de degradacdo dos isolados flngicos. As médias seguidas pelas mesmas letras nao
diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 9 — Resultados da degradacdo de penas separadamente do meio salino

(PS). As letras mintsculas acima das barras representam a diferenca estatistica entre os
percentuais de degradacédo dos isolados fungicos. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo
diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Os percentuais de degradacdo alcancados pelos isolados em fermentacéo
submersa na condi¢ao PJ os isolados Penicillium sp. 1S25.2 e Cladosporium sp. IS
SD.8 obtiveram menores percentuais de degradacdo, enquanto todos os outros
isolados apresentaram percentuais de degradacdo maiores e que nao variaram
estatisticamente pelo teste Scott-Knott (Figura 8). Com penas autoclavadas
separadamente da solugéo salina os isolados Aspergillus sp. 1S37, Penicillium sp.
1S25.2 e Cladosporium sp. IS SD.8 alcancaram o0s menores percentuais de
degradacéao (Figura 9).

O pH dos meios de cultura contendo penas se tornou alcalino no final da
fermentacdo. Os valores obtidos para o pH dos tratamentos com PJ foram, em
geral, mais alcalinos que os valores de pH obtidos com PS, Além disso, foi possivel
observar que para os isolados que obtiveram menor percentual de degradacédo os

pHs registrados foram menos alcalinos (Tabela 7).

Tabela 7 - Valores médios do pH final de cada tratamento nos ensaios nos ensaios
de degradacao com penas de frango por diferentes fungos

, PJ PS
Espécie/lsolado
MMM1 MMM2 MMM1 MMM2

Acremonium sp. 1S21 9,07 9,27 8,76 7,38
Aspergillus sp. IS37 8,08 8,48 7,20 7,61
Penicillium sp. 1S25.2 7,87 7,71 8,18 7,70
Metarhizium sp. 1IS15 9,23 9,27 7,99 8,16
Lecanicillium sp. 1S5.2 9,14 8,96 8,34 8,51
Trichoderma sp. IS57 8,74 9,01 7,65 8,25
Purpureocillium sp. IS35 9,23 9,18 8,75 8,77
Cladosporium sp. ISSD.8 7,74 8,23 6,98 6,92
Fusarium sp. 1S98 9,26 9,36 8,29 8,84

5.3.  Zimogramas

Os zimogramas foram realizados com extratos enzimaticos obtidos com
penas autoclavadas juntas com o meio salino (PJ) e penas autoclavadas
separadamente do meio salino (PS). Os resultados obtidos nos zimogramas estao

ilustrados na Figura 10.
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Houve diferenca entre padrdoes de bandas obtidas com extratos da
fermentacdo de PJ e com extratos da fermentacdo de PS para os isolados
Purpureocillium sp. IS35, Acremonium sp. 1S21.1, Lecanicillium sp. 1S5.2, Fusarium
sp. 1S98, Trichoderma sp. IS57 e Penicillium sp. 1S25.2. Essa diferenga mostra que
os diferentes métodos de autoclavagem do substrato interferem no perfil de bandas
obtidas no gel. Para os isolados Metarhyzium sp. 1S15 e Aspergillus sp. I1S37 néo
houve diferenca entre o perfil de enzimas secretadas com PJ e PS. Para
Cladosporium sp. ISSD8 nao foram detectadas bandas.

Figura 10 — Zimograma realizado com extratos enzimaticos obtidos apds cinco dias
de fermentacdo submersa com PJ e PS. A identificacdo dos isolados e dos
tratamentos foi colocada abaixo da figura de acordo com seus respectivos pocos.

5.4. Degradacao de farinha de pena

A degradacao de farinha de penas foi avaliada analisando os efeitos das

variaveis: concentracdo de farinha de penas (X;) e a concentracdo de esporos (Xz).
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Foi observado um aumento no percentual de degradacgao de farinha de pena de 46,4
% a 76,1 % (média dos pontos centrais) (Tabela 8). Os maiores percentuais de
degradacéao foram verificados nos pontos centrais, nas condi¢cbes de 0,6 (g) de
farinha de pena e 1,1x10" esporos/mL, no ensaio 4 (75,63 %) com 0,9 g de farinha
de pena e 1,1x10° esporos/mL e no ensaio 8 (73,11 %) com 0,6 g de farinha de pena
e 1,5x10® esporos/mL. Os menores percentuais de degradacdo foram observados
nos ensaios 2 (48,95 %) e 6 (46,40 %), onde as concentracdes de farinha de pena

foram maiores combinados com baixas concentracdes de esporos.

Tabela 8 - Resultados da do percentual de degradagcdo da farinha de pena
pelo isolado Metarhizium sp. IS15.

Ensaios Valores codificados Valores reais dl?ae?arr?gr?g%oe
X1 X2 X1 X2 pena (%)
1 -1 -1 0,3 1,1x10° 63,60
2 1 -1 0,9 1,1x10° 48,95
3 -1 1 0,3 1,1x108 69,31
4 1 1 0,9 1,1x108 75,63
5 -1,41 0 0,18 1,1x10’ 58,59
6 1,41 0 1,02 1,1x10’ 46,40
7 0 -1,41 0,6 0,7x10° 65,12
8 0 1,41 0,6 1,5x10° 73,11
9 0 0 0,6 1,1x10’ 75,60
10 0 0 0,6 1,1x10’ 74,99
11 0 0 0,6 1,1x10’ 76,39
12 0 0 0,6 1,1x10’ 77,57

Xi: Concentracdo da farinha de penas (g); X,: Concentracdo de suspenséo de esporos (esporos/mL)

A Tabela 9 mostra os parametros significativos e nédo significativos a 5 % de
significancia (p < 0,05) para degradacdo de farinha de pena. As variaveis
significativas foram o termo quadratico da concentracdo de farinha de penas, o

termo linear da concentracdo de esporos e a interacdo entre essas variaveis.
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Tabela 9 - Coeficientes de regressdao do Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) 22 para a degradacdo de farinha de penas pelo isolado
Metarhizium sp. IS15.

Coeficiente de

Fatores regressao Erro padréo T (5) p-valor
Média 76,1294 1,9959 38,1422 0,0000

X1 (L) -3,2009 1,4135 -2,2646 0,0641

X1 (Q) -10,9680 1,5845 -6,9219 0,0005

Xz (L) 5,4744 1,4135 3,8730 0,0082

X2 (Q) -2,6083 1,5845 -1,6461 0,1508

X1 (L) x X2 (L) 5,2426 1,9960 2,6267 0,0392

R® = 92 %; L = termo linear; Q = termo quadratico

Utilizando apenas as variaveis significativas, a analise de variancia mostrou
um coeficiente de variacdo (R?) de 82% que mostra que a variabilidade da resposta
pode ser explicada pelo modelo (Tabela 10). O modelo matematico ajustado que
descreve a degradacao de farinha de pena dentro do intervalo estudado pode ser
expresso pela equacgéo: y = 74,05 - 5,47X; + 5,24X1 X, — 10,46X4°.

Tabela 10 - Analise de variancia para as variaveis significativas

Fonte de Variacao S.Q G.L Q.M Fcal
Regressao 1070,617 2 535,30 21,85
Residuo 220,52 9 24,50
Falta de ajuste 216,80 5
Erro puro 3,72 3
Total 1291,13 11

R? = 82 %; Ftab = 4,26

A superficie de resposta e a curva de contorno geradas a partir do modelo
apresentado pela equacdo citada acima, para a varidvel resposta analisada,

mostraram que 0s maiores percentuais de degradagcdo de farinha de pena foi
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compreendido entre 0,3 e 0,6 g de farinha de pena e que nao houve diferenca entre
as diferentes concentracoes de esporos (Figura 11 A e B).
(A) . (B) 5x108

1,1x107

Conc. de Esporos (mL)

; m‘maapwxmw“(\
@
o
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60
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0,7x106 - =
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Conc. Farinha de Penas (g)

Figura 11 — (A) Superficie de resposta e (B) curva de contorno descritas pelo
modelo proposto (y) para a degradacédo de farinha de pena.

5.5. Efeito do processo da autoclavagem na degradacdo de farinha de

visceras.

A andlise de variancia revelou que a condicdo de autoclavagem para esse

substrato ndo teve influéncia significativa nos percentuais de degradacao

alcancados pelos isolados fungicos com p-valor de 0.829 para essa andlise (Figura
13; Apéndice | — Tabela suplementar 3). Os isolados Lecanicillium sp. 1S5.2 e

Cladosporium sp. ISSD.8 alcancaram 0s menores percentuais de degradacao
(Figura 12).
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Figura 12 — Resultados da degradacéo de farinha de visceras em MMM2 e em duas

diferentes condicbes de autoclavagem, VJ e VS. As letras minusculas acima das barras
representam a diferenca estatistica entre os percentuais de degradacdo dos isolado flngico. As
meédias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott-Knott a 5% de

probabilidade

Os pHs dos meios de cultura contendo farinha de visceras se tornou alcalino

apos a fermentacdo submersa (Tabela 11). Para os isolados que obtiveram menor

percentual de degradacédo da farinha de visceras, os pHs registrados também foram

menos alcalinos, independente da condicdo de autoclavagem da farinha de visceras.

Tabela 11 - Valores médios do pH final de cada nos ensaios com farinha de

visceras .
, MMM2
Espécie/lsolado
VJ VS
Acremonium sp. 1S21 9,32 9,26
Aspergillus sp. IS37 9,19 9,15
Penicillium sp. 1S25.2 9,06 9,04
Metarhizium sp. 1IS15 9,21 9,08
Lecanicillium sp. 1S5.2 7,59 7,43
Trichoderma sp. 1S57 9,22 9,21
Purpureocillium sp. IS35 9,33 9,32
Cladosporium sp. ISSD.8 6,86 6,82
Fusarium sp. 1IS98 9,25 9,17
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6. DISCUSSAO

A andlise filogenética dos isolados fungicos revelou um pouco da diversidade
de fungos presentes na restinga. Dos nove isolados fangicos estudados, um deles,
Penicillium sp. 1S25.2, foi descrito recentemente na literatura por Crous et al., (2018)
e pertence portanto a espécie Penicillium guaibinense. Os isolados Metarhizium sp.
IS15 e Cladosporium sp. ISSD8 mostraram serem provaveis novas espécies
degradadoras de substratos queratinosos, evidenciando desse modo o grande
potencial biotecnolégico ainda pouco conhecido presente nas restingas.

Metarhizium sp. 1S15 formou um clado distinto proximo a espécie
Metarhyzium anisopliae conhecida por ser uma espécie entomopatogénica de
extrema importancia para o controle biolégico de pragas na agricultura e pecuaria
(ALVES, 1998; HU & LEGER, 2002; ZIMMERMANN, 2007). E a cepa Cladosporium
sp. ISSD8 formou um clado distinto proximo a espécie Cladosporium tenuissimum. O
género Cladosporium é conhecido por abrigar um grande numero de fungos
dematiaceos, presente em todos os ambientes. No entanto, algumas espécies séo
patogénicas e toxigénicas para 0s seres humanos, estando associados a infeccdes
superficiais da pele e dos tecidos moles (MENEZES; PEREZ; OLIVEIRA, 2017). Ja
foram descritas espécies de Cladosporium produtoras de queratinase, por exemplo,
Cladosporium  phaerospermum, Cladosporium herbarum e Cladosporium
cladosporoides (Singh e Kushwah, 2010; Mohammed et al., 2013).

O isolado Lecanicillium sp. 1S5.2 faz parte da espécie Lecanicillium
aphanocladii que foi descrita pela primeira vez em 2001 por Zare, Rasoul & Gams,
W. (2001). O género Lecanicillium € conhecido por agrupar algumas espécies
entomopatogénicas (ALI et al.,, 2017; EL-DEBAIKY, 2017) e capazes de produzir
enzimas colagenoliticas e quitinoliticas (YE et al., 2009; FENICE et al., 2012;
WANDERLEY et al., 2017)

Aspergillus sp. IS37 é filogeneticamente relacionado a espécie Aspergillus
hortai. O género Aspergillus conta com o grande nimero de espécies capazes de
degradar a queratina de penas de frango (MAZOTTO et al., 2013). Entretanto, na
literatura existem vérios relatos de infec¢des em humanos e animais causados por
espécies desse género (SHANKAR et al., 2005; SHANKAR, 2013).

Acremonium sp. 1S21.1 mostrou proximidade com as espécies Acremonium

borodinense e Acremonium pinkertoniae em um clado politdmico. A literatura registra
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para o género Acremonium uma variedade de espécies que apresentam atividade
queratinolitica e capacidade de degradar penas (KUMAR; KUSHWAHA, 2012,
KUMAR; KUSHWAHA, 2014). Existem relatos na literatura de espécies pertencentes
a esse género capazes de produzir micotoxinas (KRUGLOV et al., 2009).

Os isolados Fusarium sp. 1S98 e Thichoederma sp. IS57 apresentaram 100%
e 96% de identidade com as sequéncias homologas de Fusarium oxisporum e
Trichoderma harzianum, respectivamente. A literatura possui relatos da capacidade
de ambas as espécies de produzirem queratinases capazes de degradar penas de
frango ((RIZWANA, 2014; BAGEWADI; MULLA; NINNEKAR, 2018).

O género Purpureocillium foi descrito em 2011 por Luangsa-ard et al. (2011).
Por ser um género consideravelmente novo, separado recentemente do género
Paecilomyces, apenas trés espécies desse género foram encontradas na base de
dados do NCBI, e apenas a espécie Purpureocillium lilacinum possuia a sequéncia
benA na base de dados. Nosso isolado, Purpureocillium sp. 1S35, apresentou
99,65% de identidade com a regido benA da espécie Purpureocillium lilacinum que é
conhecida por produzir enzimas queratinoliticas e por ter a capacidade de degradar
penas de frango (CAVELLO et al., 2013; CAVELLO; CAVALITTO; HOURS, 2012). E
também uma espécie estudada como um agente de controle biologico (LAN et al.,
2017).

A vista disso, fica evidente a importancia de estudos no ecossistema da
restinga, pois apresenta grande potencial biotecnolégico a ser explorado,
reafirmando o valor de preservacdo deste ambiente e o papel ecologico que estes
microrganismos possuem em degradar residuos queratinosos e garantir uma
destinacdo ambientalmente segura para esses residuos.

Nos ensaios realizados com estes isolados para a avaliagdo da degradacao
de penas foi observado que as composicfes dos diferentes meios salinos nao
interferiram significativamente na degradacao do substrato pelos isolados fungicos.
O MMML1 é composto por 6 sais, enquanto que o MMM2 é composto por apenas 3
diferentes sais. A utilizacdo de muitos reagentes no tratamento de penas para a
reutilizacdo ocasiona o encarecimento do processo (MOLLINS et al., 2012). Nesse
contexto o MMM2 seria 0 mais aplicavel numa escala industrial de reaproveitamento
desses residuos, ja que na industria este fator implica em um menor custo, por isso

a menor utilizacdo possivel de recursos é considerada importante.
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Na avaliagdo dos efeitos das diferentes condicdes de autoclavagem no
percentual de degradacdo desses isolados, foi verificada a influencia desses
métodos apenas nos resultados obtidos na degradacao de penas. Os ensaios com
penas de frango autoclavadas juntas com a solucdo salina apresentaram melhores
resultados, sugerindo dessa forma que o processo de esterilizacdo com calor imido
favoreceu a desnaturacdo de proteinas, permitindo assim que as proteases
produzidas pelos isolados fungicos encontrassem facilidade de hidrolisar as penas.
A farinha de visceras e a farinha de penas utilizadas nesse estudo foram submetidas
na inddstria a processos térmicos com calor umido, semelhante a autoclavagem
(altas temperaturas por um longo periodo de tempo), para a destruicdo e inativacao
de microrganismos patogénicos que pudessem estar presentes. Desse modo, nos
ensaios de degradacdo de farinha de visceras ndo houve diferenca significativa
entre os resultados obtidos com as diferentes condi¢cdes de autoclavagem. Por meio
desse resultado é possivel inferir que como a farinha de visceras ja foi previamente
tratada a temperaturas elevadas anteriormente, o efeito da autoclavagem sob o
substrato nos ensaios tenha sido minimizado.

Mollins et al. (2012) em seu trabalho apontam impactos ambientais relativos
aos tratamentos de residuos oriundos da avicultura. Os autores relatam que antes
gue se possa reutilizar as penas é necessario um pré-tratamento para estabilizar e
transformar as penas em um material estavel. Varias estratégias vem sendo
propostas para o tratamento de penas. A limpeza e sanitizacdo com um surfactante
e a esterilizacdo com vapor em autoclave sdo os mais apontados. Segundo Mollins
et al. (2012), do ponto de vista ambiental, a utilizacdo de autoclave para o
tratamento de residuos de penas é menos impactante quando comparado ao
processo de limpeza por surfactantes. O uso de métodos de bioconverséo industrial
de residuos vem crescendo nos ultimos anos e o principal requisito para a
exploracdo desses residuos é o emprego de reagentes e métodos de baixo custo
gue preferencialmente ndo produzam residuos toxicos (ONIFADE et al., 1998;
WANG et al., 2016). Portanto, apesar de ser um processo mais caro, a esterilizacdo
com vapor para o tratamento de residuos de penas seria 0 método mais
ambientalmente seguro.

Na avaliacdo dos pHs finais dos tratamentos realizados com penas e farinha
de visceras foi possivel verificar que ao final de cada tratamento os pHs registrados

estavam em uma faixa mais alcalina. Para tratamentos onde houve menores
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percentuais de degradacéo, os pHs registrados foram menos alcalinos. Isso ficou
ainda mais evidente para os valores de pHs obtidos com penas autoclavadas juntas
com o meio salino (PJ) e penas autoclavadas separadamente do meio salino (PS),
onde os pHs obtidos com PJ foram mais alcalinos do que os encontrados nos
tratamentos com PS. Isso ocorre provavelmente porque a decomposicdo de
gueratina em fragmentos proteicos leva a producdo de compostos nitrogenados que
alcalinizam o meio de cultura (OVIEDO-RONDON, 2008). A pouca variagao entre 0s
pHs obtidos no final dos tratamentos com farinha de visceras autoclavada junto com
o meio salino (VJ) e farinha de visceras autoclavadas separadamente do meio salino
(VS) corroboram os resultados obtidos para o efeito do processo da autoclavagem
na degradacgéo de farinha de visceras.

Um ponto importante a se destacar é que os resultados obtidos nesse estudo
para a avaliacdo da degradacao de residuos e subprodutos sdo subestimados para
todos os isolados em todos os tratamentos e substratos. Durante a fermentacao
submersa ocorre o crescimento micelial dos isolados inoculados, e a impossibilidade
de separar o micélio dos residuos fermentados faz com que o micélio seja filtrado e
posteriormente pesado junto com os residuos submetidos a fermentacdo. Desse
modo, fica evidente que os reais percentuais degradacdo sdo maiores do que 0s
resultados subestimados no estudo.

O zimograma mostrou que existe variacdo no perfil de proteases secretadas
por espécies de géneros diferentes, e que cada isolado tem o potencial de secretar
diferentes arsenais enzimaticos. Essa diversidade enzimatica pode ser explorada no
desenvolvimento de processos de otimizacdo da degradacédo de penas que usam o
co-cultivo de isolados que secretam diferentes proteases, ou pelo uso do extrato
enzimatico desses isolados. Por anos, desde a descoberta de enzimas
degradadoras de queratina produzidas por fungos e bactérias, os estudos se
concentraram em encontrar uma Unica protease gue possuisse atividade eficiente de
gueratindlise, entretanto, estudos recentes tem sugerido que a completa degradacao
da queratina sO € possivel se varias enzimas queratinoliticas atuarem juntas
(LANGE; HUANG; BUSK, 2016). Estudos como os de Yamamura et al. (2002) e
Huang et al. (2015) trazem evidéncias para a provavel acdo cooperativa de enzimas
na degradacdo de substratos queratinosos e apontam para a possibilidade de co-
cultivo ou a utilizacdo de extratos enzimaticos de microrganismos diferentes para a

melhor degradacgéo da queratina.
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Os resultados obtidos nos zimogramas revelaram ainda que, com excec¢éo do
isolado Cladosporium sp. ISSD8 que obteve os menores percentuais de degradacao
nos ensaios realizados, todos os isolados apresentaram atividade proteolitica sobre
a gelatina presente no gel. Segundo Divakar et al. (2018) o caldo de fermentacgao
contendo preparacfes enzimaticas brutas consiste em multiplas enzimas e detecta-
las todas de uma vez é uma tarefa desafiadora com métodos demorados e
trabalhosos. A condicdo do zimograma pode variar dependendo da propriedade da
enzima, variando seu substrato, pH e temperatura para ativacdo e visualizagcédo da
atividade enzimatica (DIVAKAR et al., 2018). Nesse contexto é possivel supor que
talvez a gelatina ndo seja o substrato preferencial das enzimas secretadas por
Cladosporium sp. ISSD8, ou que essas enzimas precisem de condicdes especiais
para a atuacdo nesse substrato. Estudos publicados recentemente como os de
Deshmukh, Weist e Leight (2018), ainda tentam resolver essa limitacdo para a
deteccéo de bandas em géis com gelatina.

Os zimogramas realizados com extratos enzimaticos obtidos com PJ e PS
mostrou que as diferentes condi¢cbes de autoclavagem do substrato interferem no
perfil de bandas obtidas no gel. Isso foi observado para a maioria dos isolados
incluidos nesses ensaios. A hipdtese pra esses resultados € que as diferentes
condicbes de autoclavagem avaliadas podem ter atuado de formas diferentes nas
penas, modificando-as de forma distinta. Logo, a maquinaria enzimatica produzida
pelos fungos testados pode ter variado de acordo com a especificidade de cada
substrato utilizado na fermentacdo submersa.

Na industria as penas sdo processadas em altas temperaturas para a
producédo da farinha de penas (ONIFADE et al., 1998; DIVAKAR et al., 2018). O
processo de trituracdo das penas aumenta a superficie de contato desse substrato,
0 que, em teoria, pode facilitar sua degradacdo via processos enzimaticos. Os
ensaios para avaliar o efeito da composicao salina e da condicdo de autoclavagem
foram realizados com penas de frango, e o percentual de degradacdo desse
substrato foi promissor para a maioria do isolados incluidos nestes ensaios. Portanto
foi razo&vel supor que maiores valores de degradacéo poderiam ser obtidos usando
farinha de pena como substrato. O ensaio desenvolvido para testar essa hipotese foi
realizado com o Metarhizium sp. IS15 e mostrou que ele degradou de modo mais
eficiente a farinha de pena do que as penas e que essa degradacao ainda pode ser

otimizada variando a concentracdo do substrato e dos esporos do fungo. O
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Metarhizium sp. 1S15 apresentou percentuais promissores de degradacédo de penas
em ensaios anteriores e ¢é filogeneticamente relacionado com Metarhizium
anisopliae, uma espécie entomopatogénica, e usada no controle biolégico de pragas
(ALVES, 1998; HU & LEGER, 2002; ZIMMERMANN, 2007). Nado sao conhecidos
casos de doencas em humanos causados por essa espécie flungica e, portanto ela é
considerada segura, com riscos minimos para os vertebrados, seres humanos e o
meio ambiente (PEREIRA et al.; 1998; ZIMMERMANN, 2007; HU; LI; ZHANG,
2016).

A farinha de penas € um produto rico em proteinas e em aminoacidos
comumente encontrados como ingredientes para a fabricacdo de ragdo animal
(ONIFADE et al., 1998; GUPTA; RAMNANI, 2006; MOORE et al., 2006; SILVA et al.,
2011). No entanto, pesquisas tém demonstrado a baixa digestibilidade desse
produto que tem sido atribuida as pontes de hidrogénio, interacbes hidrofébicas e
pontes de enxofre presentes na cistina, que contribuem para manter a maior
estabilidade da proteina (ONIFADE et al., 1998; BRANCO et al, 2001; BRANCO et
al, 2003). A biodegradacdo desse produto por microrganismos que possuem
atividade queratinolitica representam um método eficaz para melhorar o seu valor
nutritvo em oposicdo aos processos tradicionais, ja que apresenta vantagens
relacionadas como o enriquecimento proteico proporcionado pela prépria biomassa
microbiana e também a nédo destruicdo de aminoacidos essenciais (ONIFADE et al,
1998; JOSHI et al., 2007).

Além das aplicacdes voltadas para fabricacdo de racdo animal, a farinha de
penas hidrolisada previamente por atividade microbiana também pode ser utilizada
como fertilizante com alto teor de nitrogénio nos cultivos agricolas (ICHIDA et al.,
2001), na producdo de biogas (FORGACS et al., 2011), na fabricacédo de produtos
téxteis (TESFAYE et al., 2017a), além de ser estudada também como matéria prima
para a formulagao de cosméticos (MOKREJL et al., 2017).

Estudos realizados por Wang et al. (2017) indicaram também que as
gueratinas de penas apresentaram propriedades cicatrizantes e foram compativeis
com os tecidos testados, desprovidas de imunogenicidade e toxicidade sistematica,
sugerindo desse modo que hidrogéis de queratina de penas de frango poderiam ser
usados para aplicacdes biomédicas, particularmente para a cicatrizacdo eficaz de

feridas.
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O uso de penas de frango hidrolisadas tem sido examinado inclusive no
processo de fabricacdo de papéis em um processo que tradicionalmente usaria
madeira como matéria-prima. Os estudos apresentaram propriedades semelhantes
as conhecidas do papel feito 100% de celulose. As penas incorporadas no papel
ainda melhoram a impermeabilidade. Isso poderia potencialmente abrir um novo
caminho para o uso de penas de frango em aplicacdes que deveriam tolerar
condicles de alta umidade, por exemplo, produtos de embalagem (TESFAYE et al.,
2017b). Estudos mostraram também a possibilidade do uso de penas hidrolisadas
na fabricacdo de bioplasticos e de acordo com o teste de biodegradabilidade, os
plasticos produzidos com penas hidrolisadas s&o biodegradaveis. Portanto, 0s
resultados mostraram a possibilidade do uso desse material como uma alternativa
aos materiais a base de Oleo fossil que sdo prejudiciais ao meio ambiente.
(RAMAKRISHNAN et al., 2018)

As diversas aplicacdes para o uso de penas hidrolisadas ilustram o grande

potencial biotecnoldgico dos isolados avaliados no estudo.

7. CONCLUSAO

As analises filogenéticas mostraram que dos nove isolados fungicos testados,
dois deles sdo provaveis novas espécies. Um dos isolados pertence a uma espécie
descrita recentemente, e os demais isolados sdo filogeneticamente relacionados
com fungos ja conhecidos na literatura por seu potencial biotecnoldgico, indicando
desse modo o grande potencial ainda pouco conhecido presente nas restingas, que
reafirma o valor da preservacdo deste ambiente e o papel ecologico que estes
microrganismos possuem em degradar residuos queratinosos e garantir uma
destinacdo ambientalmente segura para esses residuos. Os ensaios de degradacédo
revelaram que nao houve influencia significativa no efeito das composicées dos dois
meios salinos testados, e o efeito das diferentes condicdes de autoclavagem no
percentual de degradacéo obtido pelos isolados, foi verificada apenas nos resultados
conseguidos na degradacdo de penas. A influéncia da autoclavagem né&o foi
observada na degradacdo de farinha de visceras, e 0os ensaios com farinha de
visceras revelaram ainda que os isolados também possuem a capacidade de

degradar esse substrato que ndo é essencialmente queratinoso. A avaliacdo dos
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pHs finais dos tratamentos realizados com penas e farinha de visceras indicou uma
provavel relacédo entre os percentuais de degradacéo e os pHs finais dos meios de
cultura. Os zimogramas revelaram que isolados de géneros diferentes produzem
arsenais enzimaticos diferentes para a degradacdo de substratos queratinosos e que
a condicao de autoclavagem interfere no perfil de enzimas secretadas pelos isolados
fungicos durante a fermentagdo submersa. Nos ensaios realizados com farinha de
penas foi possivel concluir que Metarhyzium sp. IS15 consegue obter maiores
percentuais na degradacdo de farinha de penas do que na degradacdo penas
inteiras. Espera-se que este estudo contribua para um melhor reaproveitamento de
residuos e subprodutos da industria avicola além de ampliar conhecimentos sobre a

biodiversidade de microrganismos encontrados na restinga.
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APENDICE | - ANALISES DE VARIANCIA

Tabela suplementar 1 - Analise de variancia para os valores de degradacéo de
penas autoclavadas juntas com o meio salino

Fonte de Grausde  Somade Quadrado Estatistica . .
Variagéo Liberdade Quadrados Médio F
Isolados 17 15806 929.8 5.17 3.45e-07 ***
Meio salino 1 63 62.6 0.192 0.662 "™
Erro

experimental 80 13442 168.0

*** significativo a 5% de probabilidade " n&o significativo

Tabela suplementar 2 - Analise de variancia para os valores de degradacéao de
penas autoclavadas separadamente do meio salino

Fon_te Ele C_%raus de Somade Qua,dr_ado Estatistica P.valor
Variagéo Liberdade Quadrados Médio F
Isolados 17 1956 115.09 6.681 3.47e-09 ***
Meio salino 1 15 14.97 0.414 0.522 ™
Erro 80 1350 16.88

experimental

*** significativo a 5% de probabilidade ™ néo significativo

Tabela suplementar 3 - Analise de variancia para os valores de degradacgéo de
farinha de visceras

Fonte de Grausde Somade Quadrado Estatistica

Variacéo Liberdade Quadrados  Médio F P-valor
Isolados 17 8245 485 3027  <2e-16
Condigoes de c - 0.047 0,809

autoclavagem

Erro

. 80 1255 15.7
experimental

*** significativo a 5% de probabilidade ™ nao significativo



