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RESUMO

SANTANA, Jaciara dos Santos. Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, julho de 2020.
Degradacdo da farinha de penas da industria avicola por fermentacdo submersa
utilizando isolados fangicos da restinga de Guaibim, BA. Orientadora: Marcia Luciana
Cazetta. Co-orientador: Phellippe Arthur Santos Marbach

Os residuos e subprodutos da industria avicola tém sido destinados para diversas aplicacdes,
como a producdo de racOes, adubacdo organica, producdo de biodiesel, entre outros.
Entretanto, o alto teor de queratina presente em alguns desses subprodutos, como na farinha
de penas, torna esse material dificil de ser digerido. Objetivou-se com este trabalho avaliar os
principais fatores que influenciam na degradacdo da farinha de penas por fermentacédo
submersa utilizando fungos filamentosos. Os isolados foram cultivados durante um periodo de
7 (sete) dias sob temperatura de 25 °C, utilizando como indculo discos de cultura de 1,0 cm de
diametro em frascos de Erlenmeyer de 250 mL contento 0,6 g de farina de penas e 60 mL de
solugcdo mineral. Em seguida, os ensaios foram autoclavados e realizou-se uma filtragao
simples para a extracdo do caldo, com papel de filtro previamente seco, e secagem da
biomassa em estufa a 65 °C por 24 horas e, posteriormente, pesagem. A taxa de degradacédo
foi determinada através da diferenca entre a massa dos filtros vazios e com a biomassa seca.
Para se determinar as melhores condicdes para degradacdo da farinha de penas foram
estudados os fatores agitacao e temperatura, utilizando o método one-factor-at-a-time, onde os
fatores escolhidos foram variados um de cada vez. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata. De acordo com a andlise dos resultados ndo houve diferenca significativa entre as
agitacOes, porém, o isolado Metarhizium 1S15 apresentou taxa de degradacdo cerca de 50%
maior que o isolado P. guaibinense 1S25.2. A temperatura na qual os isolados apresentaram
maior taxa de degradacéo foi a de 30 °C, sendo cerca de 80% para o Metarhizium IS15, e 42%
para o0 P. guaibinense 1S25.2. Ap6s o periodo fermentativo, observou-se um aumento no pH
dos cultivos fermentados, de 6,5 para cerca de 8,0. O isolado Metarhizium 1S15 foi 0 que
apresentou melhor potencial para a degradacdo da farinha de penas, e a temperatura foi o
principal fator que interferiu na atividade dos microrganismos.

Palavras-chave: Biotecnologia, processos fermentativos, substratos queratinosos.



ABSTRACT

SANTANA, Jaciara dos Santos. Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, julho de 2020.
Degradation of the poultry industry feather meal by submerged fermentation using
fungal isolates froGuaibim restinga, BA. Adviser: Marcia Luciana Cazetta. Co-adviser:
Phellippe Arthur Santos Marbach

The poultry industry residues and by-products have been solutions for several applications,
such as feed production, organic fertilization, biodiesel production, among others. However,
the high content of keratin present in a few by-products, such as feather meal, makes this
material difficult to digest. The objective of this work was to evaluate the main factors that
influence the degradation of feather meal by submerged fermentation using filamentous fungi.
The isolates were cultured for a period of 7 days at a temperature of 25 °C, using as inoculum
1.0 cm diameter culture discs in 250 ml Erlenmeyer flasks containing 0.6 g of feather meal
and 60 ml of solution mineral. Then, the tests were autoclaved and a simple filtration was
performed to extract the juice with filter paper previously, drying the biomass in an oven at 65
° C for 24 hours and, later, weighing. The rate of degradation was determined by the
difference between the mass of the empty filters and the dry biomass. In order to determine
the best conditions for degradation of feather meal, the factors of agitation and temperature
were studied, using the one-factor-at-a-time method, where the chosen factors were varied
one at a time. All tests were performed in triplicate. According to the analysis of the results
there was no significant difference between the agitations, however, the isolate Metarhizium
IS15 presented a degradation rate about 50% higher than the isolate P. guaibinense 1S25.2.
The temperature at which the isolates showed the highest rate of degradation was 30 ° C,
about 80% for Metarhizium 1S15, and 42% for P. guaibinense 1S25.2. After the fermentation
period, an increase in the pH of the fermented crops was observed, changing from 6.5 to about
8.0. O isolado Metarhizium IS15 foi o que apresentou melhor potencial para a degradagéo da
farinha de penas, e a temperatura foi o principal fator que interferiu na atividade dos
microrganismos.

Key-words: Biotechnology, fermentative processes, keratinous substrates.
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1. INTRODUCAO

Os fungos sdo organismos eucariéticos, uni ou pluricelulares, que estdo presentes nos
mais diversificados habitats/ substratos onde se encontra matéria organica em decomposi¢ao
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; OLIVEIRA, 2014). S&o seres heterotrofos, com parede
celular composta por quitina e que realizam reproducdo assexuada ou sexuada
(MALAJOVICH, 2012).

O conhecimento sobre fungos foi um avango muito importante na biotecnologia, pois
esses organismos passaram a ser utilizados em diversos tipos de aplicacdes bioldgicas, como
por exemplo, em processos fermentativos na producdo de enzimas, polissacarideos,
antibidticos, entre outros (PEREIRA; OLIVEIRA, 2016; SOUZA et al., 2018).

Alguns tipos de processos fermentativos sdo utilizados para produzir substancias
fangicas de interesse comercial e biotecnologico: fermentacdo submersa (FS), fermentagédo
semi-sélida (FSS) e fermentacdo em estado solido (FES). A fermentacdo solida consiste em
cultivar microrganismos em substratos sélidos que sdo umedecidos somente para promover 0
crescimento e o metabolismo microbiano. Ja a fermentacdo submersa utiliza grande
guantidade de agua para que o substrato utilizado seja solubilizado. Na fermentacdo semi-
solida é utilizado um substrato poroso, ha utilizacdo de uma maior quantidade de agua,
quando comparada a FES (NAVEENAL et al., 2004).

A fermentacdo submersa é muito utilizada, preferencialmente pelas inddstrias, devido
a possibilidade de controlar melhor alguns pardmetros fisicos e quimicos, como a
temperatura, niveis de oxigénio e pH, durante a realizacdo deste processo. A producdo de
determinadas enzimas se deve ao fato de que, os fungos filamentosos quando em FS
produzem alguns granulos, tornando assim o processo mais vantajoso (GIBBS; SEVIOUR,;
SCHIMD, 2000; HANSEN et al., 2015; ABDULLAH et al., 2019).

Os fungos podem se adaptar bem ao processo de fermentacdo submersa,
principalmente devido aos ajustes nas condi¢6es fisico-quimicas do cultivo, e diversos tipos
de substratos podem ser utilizados como meio de cultivo. Dentre estes podem ser incluidos os
substratos de origem agroindustrial como bagagos ou cascas de frutas, bem como suas fibras e
sementes, geralmente provenientes do processamento para a producdo de sucos ou polpas
(HANSEN et al., 2015; ANDRADE et al. 2018).
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O bagaco, melaco e até a vinhaca da cana-de-agUcar, oriundos do processamento para
a producdo de agucar ou etanol, costumam ser muito utilizados em processos fermentativos
(AHMED et al., 2018; CAMPANHOL et al., 2019; REIS et al., 2020)

Os subprodutos da industria avicola mais utilizados séo as farinhas de penas e farinha
de visceras. A primeira é obtida a partir de penas limpas e trituradas; ja a segunda é oriunda
da trituragdo das visceras, pés e cabeca das aves apds o abate, e ambas as farinhas séo
utilizadas na fabricacdo de racdo. Entretanto, a farinha de penas possui uma baixa
disgestibilidade, ou seja, 0s animais que se alimentam de racdes compostas por este tipo de
subproduto absorvem poucos nutrientes, quando comparada a ragdes oriundas das farinhas de
visceras e de peixes (BELLAVER, 2005; DAROIT, 2011).

Os fungos quando sdo utilizados em processos fermentativos, tendo a farinha de penas
como substrato, podem promover o aumento da disponibilidade de proteinas e outras
biomoléculas, mas com o mesmo, as fibras podem chegar a ser reduzidas (BELEWU;
ASAFA; OGUNLEKE, 2008; EYNG et al., 2010). Assim, hipotetizamos que com a
realizacdo do processo de fermentacdo submersa, utilizando fungos filamentosos, pode-se
obter uma elevada taxa de degradacdo de subprodutos agroindustriais recalcitrantes e

aumentar a disponibilidade das proteinas e aminoacidos desse material.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Isolados Fungicos

Os isolados Penicillium sp. 1S25.2 e Metarhizium sp. 1S15 (Figura 1) sdo espécies
novas descritas recentemente. O isolado Penicillium sp. 1S25.2 é pertencente a espécie
Penicillium guaibinense e, o fungo Metarhizium sp. IS15 é provavelmente uma nova espécie,
pois forma um clado distinto de outras espécies analisadas, sendo este, proximo a espécie
Metarhizium anisopliae (BOAVENTURA, 2019).
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Figura 1 - Isolados fungicos: A) Penicillium guaibinense 1S25.2; B) Metarhizium sp. 1S15

N

Fonte: Autoria propria.

Penicillium é um género fangico produtor de pectinase, enzima responsavel pela
degradacdo da parede celular de plantas, além disso pode apresentar enzimas relacionadas
com a de degradacdo de hidrocarbonetos presentes no petréleo (CHINCHILLA; ROJAS,
2017; AGBOR, ANTAI; EKPO, 2018). Este género também ja foi utilizado em ensaios
fermentativos visando a produgdo de enzimas, como a queratinase, estudando a temperatura e
0 pH como parametros influenciadores (EL-GENDY, 2009).

Por serem produtoras de uma proteina antifingica muitas espécies de Penicillium sdo
utilizadas na industria alimenticia, como agentes de biocontrole, pois estas atuam na inibicdo
ou retardo do crescimento de outros microrganismos que apresentam acdo toxigénica ao
organismo humano (DELGADO et al., 2019). Devido ao seu potencial como produtor de
substancias antimicrobianas, muitos estudos foram desenvolvidos com este género flngico,
sendo estes utilizados em muitas aplicagdes bioldgicas, como na producdo de medicamentos
(YANG et al, 2017). E o caso da penicilina, descoberta por Fleming na década de 1920, sendo
0 primeiro antibiético produzido no mundo, como relatado em alguns artigos de revisao
(OZCENGIZ; DEMAIN, 2013; ALHARBI et al., 2014; HUTCHINGS; TRUMAN;
WILKINSON, 2019)

O género Metarhizium é muito utilizado como agente de biocontrole devido a
producdo de exoenzimas que sdo responsaveis pela penetracdo no tegumento do hospedeiro,
como enzimas amiloliticas e proteoliticas (SILVA et al., 2018). Inclusive, muitas espécies de
Metarhizium podem realizar associa¢fes com raizes de plantas, como o milho e feijdo
(MOONJELY; BIDOCHKA, 2019).

Vérias espécies de Metarhizium sdo hospedeiras de insetos, sendo por isso, muito

empregadas no controle biologico de pragas. Sdo fungos que habitam solos, ambientes
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florestais e matéria organica em decomposi¢do. Em um estudo realizado em uma provincia da
China foram isolados 173 espécies entomopatogénicas de Metarhizium, mostrando a grande
diversidade desse microrganismo no solo. Além disso, as proteases produzidas por esses
fungos ajudam na degradacdo de cascas de ovos de nematoides (MASOUDI et al., 2020;
THONGKAEWYUAN; CHAIRIN, 2018), sendo muito Uteis na eliminagdo desse tipo de
agente fitopatogénico.

Quando testados em processo fermentativo utilizando substratos oriundos de residuos
agroindustriais, como as penas, os isolados Metarhizium sp. 1S15 e Penicillium guaibinense
1S25.2 demonstraram taxa significativas na degradacdo destes compostos. Diante do aparato
enzimatico descrito para estes fungos, observa-se que eles apresentam elevado potencial para
aplicacdo na degradacdo de subprodutos agroindustriais proteicos (BOAVENTURA, 2019).

2.2. Residuos da Industria Avicola

Segundo a Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA), o Parana foi o estado
brasileiro que mais exportou carne de frango em 2018, totalizando 37,51% das exportacdes
realizadas no pais. Na ultima década a producdo de frango variou cerca de 1,11% ao ano,

sendo que de 2016 a 2018 o aumento na producéo foi quase nulo (Figura 2).

Figura 2 - Producdo brasileira de carne de frango (milhdes de toneladas)
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Fonte: Adaptado de ABPA (2018).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2019) o
namero de abate de frangos na Bahia tem aumentado nos ultimos quatro anos. Em 2019 o

estado baiano realizou cerca de 119,33 milhdes de abates de frangos, sendo 21,60% maior que
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em 2016 e 4,48% maior que em 2018 (Figura 3). A Bahia ocupa a nona posi¢éo no ranking
nacional de producdo e abate de frangos, sendo que, a regido do Recdncavo se destaca por sua
grande produtividade (IBGE, 2019).

Figura 3 - Numero de abate de frangos na Bahia (milhdes)
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Fonte: IBGE (2019).

Entretanto, em nivel nacional, as exportacdes de carne de frango chegaram a um total
de 348,4 mil toneladas em fevereiro de 2020, sendo cerca de 10% maior quando comparado
ao mesmo periodo de 2019 (ABPA, 2020).

A producdo avicola no Brasil aumenta cada vez mais, sendo um grande sistema de
producédo de residuos. Com o abate das aves 0 que sobra sdo suas penas, sangue e visceras,
que por apresentarem alto teor de proteinas e energia, podem ser utilizados para a producéo de
farinhas, as quais geralmente sdo empregadas na composicdo de racbes para a nutricdo de
animais (HOLANDA et al., 2009; ABPA, 2020). Entretanto, ragdes compostas por farinhas
de penas s@o consideradas de baixa qualidade nutricional, por causa da baixa digestibilidade e

absorcéo das proteinas presentes nesse sub-produto.

2.2.1. Visceras

As visceras sdo restos animais que ndo sdo consumidos por humanos, tais como
intestinos e outros orgdos, e que geralmente sdo processadas para produzir a farinha de
visceras, e é destinada a fabricacdo de ragdes para diferentes tipos de animais, incluindo as
préprias aves. A farinha de visceras (FV) é produzida por meio de um processo de cocgdo e

trituracdo das visceras de aves, incluindo outras partes do corpo como o0s pés e a cabeca. Para



14

a obtencdo de um subproduto sem adulteracbes ndo pode ser adicionado outros elementos
como as penas (BELLAVER, 2005).

Alguns paradmetros fisicos e quimicos observados na composicdo da farinha de
visceras sdo a umidade, proteina, gordura e energia bruta. Segundo Sales, Furuya e Romanelli
(2012) a farinha de visceras de avestruz apresenta 5,81% de umidade, 71,08% de proteina,
16,54 % de gordura, e 5,115 kcal/kg™? de energia bruta. Os valores de digestibilidade da
farinha de visceras foram relatados pelos mesmos autores, sendo que a energia bruta
apresentou valor de digestibilidade igual a 3,721,80 kcal/kg™, e a proteina de 64,26%.

Segundo Singnor et al. (2008), races contendo até 5% de farinha de visceras melhora
o desenvolvimento corporal de peixes, atuando no seu comprimento e quantidade de proteina
da carcaca. O Oleo de visceras € outro tipo de subproduto que pode ser utilizado na
formulacdo de racdes. Sanches, Pamplin e Hayashi (2020) realizaram estudos com insercédo
do Oleo de visceras em ragBes de alevinos, e demonstraram que ndo houve diferenga
estatisticamente significativa na massa corporal dos alevinos, quando comparados o0s
tratamentos com os controles.

De acordo com Bolu e Adakeja (2008) o ganho de peso em frangos de corte esta
inversamente relacionado com a quantidade de farinha de visceras inseridas na dieta, pois esta
possui uma grande quantidade de gordura e um alto nivel de energia, e isso faz com que estas
aves atinjam a saciedade de forma mais rapida.

2.2.2. Penas

As penas sdo estruturas que promovem o revestimento do corpo das aves, atuando na
protecdo e voo para algumas espécies. A plumagem das aves varia durante seu periodo de
vida, pois muitas passam pelo processo de muda de penas mais finas, como a penugem, para
penas mais resistentes, como as rémiges (penas presentes nas asas) € as rectrizes que sao as
penas da cauda (Figura 4) (AZEVEDO JUNIOR; DIAS FILHO; LARRAZABAL, 2001).
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Figura 4 - Tipos de penas de aves

Penugem Rectriz Rémiges

Fonte: Site Trinca-ferro verdadeiro (2020).

Este tipo de residuo é gerado principalmente apds o abate de aves de corte, ou estdo
presentes na cama aviéria juntamente com resto de alimento e fragmentos de cascas de ovos.
As penas podem ser utilizadas, quando sozinhas, para a producdo de farinhas destinadas a
formulacdo de racBes, ou quando presente na cama aviaria, podem ser utilizadas como
residuos para compostagem (SIVAKUMAR; RAVEENDRAN, 2015; SUNADA et al., 2015).

2.2.3. Farinha de penas

A farinha de penas hidrolisada é obtida através do cozimento de penas limpas, as quais
sdo submetidas a alta pressdo e temperatura durante esse processo. Em geral, a farinha de
penas é vista como um produto recalcitrante (de baixa digestibilidade), pois, devido a grande
quantidade de queratina existente em sua composicdo e ao seu arranjo molecular, esse
material se torna mais resistente. Por serem submetidas a altas temperaturas ocorre a perda de
alguns aminoacidos, reduzindo o teor proteico (DAROIT, 2011).

Os aminoacidos que aparecem em maior quantidade na composicdo da farinha de
penas sdo: acido glutdmico + glutamina, prolina, serina, leucina e glicina, respectivamente.
Com base na composicdo quimica este subproduto apresenta cerca de 84,2% de proteina
bruta, 10,4% de gordura bruta, energia bruta igual a 23,2 (kJ/g™), por isso, vem sendo
utilizado por muitos microrganismos como Unica fonte de carbono e nitrogénio (CAMPOS et
al., 2017).
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De acordo com Graeff e Mondardo (2006) a farinha de penas hidrolisada pode ser
utilizada na alimentac&o de carpa, devido a sua capacidade nutricional, em substituicdo de até
66% a farinha de peixe, e esse processo de substituicdo ndo afeta o desempenho do animal
guanto ao seu crescimento e desenvolvimento metabolico. Entretanto, a insercdo da farinha de
penas ndo-hidrolisada pode causar um decréscimo no ganho de peso de codornas, conforme
relatado por Diana et al. (2020).

Pan et al. (2016) relatam em seu trabalho que, a degradacdo enzimatica da farinha de
penas promove um aumento da digestibilidade de proteina bruta e aminoacidos, promovendo
uma maior disponibilidade de nutrientes. Eles ainda relatam que a utilizagdo deste subproduto
em racdes para leitbes, em fase de crescimento, pode melhorar o desempenho e condicGes
morfologicas intestinais.

A farinha de penas também pode ser utilizada para a producdo de biocombustivel, pois
em sua composicdo estdo presentes diversos tipos de acidos graxos, principalmente o acido
oleico, palmitico, linolénico e estearico. Essa producdo ocorre através do processo de extracao
de gordura presente na farinha de penas, sendo posteriormente convertido em biodiesel
(GAMEIRO et al., 2015; PURANDARADAS et al., 2018).

2.3. Queratina

A principal proteina presente nos residuos avicolas, penas e farinha de penas, é a
queratina. A queratina faz parte do grupo das proteinas fibrosas, caracterizada por sua
insolubilidade e capacidade de promover revestimento da epiderme de alguns animais
vertebrados, fazendo parte da constituicdo de penas, unhas, cabelos, bicos, entre outros
(BLYSKAL, 2009; DIPANKAR; BHAN, 2019). Esta proteina possui pontes dissulfeto
intermoleculares ou intramoleculares e, de acordo com o arranjo tridimensional de suas fibras,
a queratina pode apresentar conformacdo rigida ou persistente (MOORE et al., 2006).

Existem 2 tipos de queratinas (Figura 5), a alfa-queratina, geralmente formada quando
duas ou mais cadeias em formato alfa-hélice que se associam de forma lateral originando
fibras alongadas. Os aminoacidos hidrofébicos presentes em suas cadeias sao 0s responsaveis
por sua caracteristica insolvel, sendo que os principais sdo cisteina, alanina, glicina e serina.
A beta-queratina é formada por agrupamentos polipeptidicos com estrutura de folha beta-
pregueada. Suas cadeias ficam bem proximas devido ao tamanho pequeno da cadeia lateral de

aminoacidos presentes em sua estrutura (NELSON; COX, 2014).
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Figura 5 - Estrutura da alfa e beta-queratina
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Fonte: Giuffrida; Mazzoli; Pessione (2018).

As queratinas apresentam baixa digestibilidade quando utilizadas em ragdo animal,
devido a sua estrutura rica em pontes dissulfeto, que conferem grande resisténcia a
degradacdo pelas enzimas do trato digestério. Estudos mostram que a insercéo de proteases na
dieta de animais pode promover a hidrélise de certas proteinas de baixa digestibilidade,
levando a um aumento no valor nutricional (KRABBE; SILVA, 2016). Segundo Pacheco et
al. (2016) a insercdo de enzimas em racdes (destinada a cées) com farelo de penas aumenta a
energia digestiva e metabdlica destes produtos, possibilitando uma maior liberacdo de energia
através das enzimas digestivas.

A degradacdo completa das queratinas é realizada por um conjunto de enzimas
queratinoliticas, ao contrario de outras proteinas que sdo degradadas pela tripsina e pepsina.
Existem trés tipos de enzimas envolvidas na hidrélise da queratina: a intracelular, em que a
hidrélise ocorre no interior das moléculas através da clivagem de ligacbes peptidicas; a
dissulfeto redutase, que hidroliza as pontes dissulfeto presentes no interior da molécula
(facilitando a posterior proteolise realizada pela enzima extracelular); e a extracelular, que
atua na hidrolise de ligacGes peptidicas proximas a extremidade da molécula (SALES et al.,
2008; OLIVEIRA; SOUZA; CASTRO, 2019).

As queratinases podem ser produzidas por alguns organismos, dentre eles estdo as
plantas (GURUMALLESH et al., 2019), e os microrganismos, podendo ser produzidas tanto
por bactérias quanto por fungos (EMRAN et al., 2020; HASSAN et al., 2020).
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2.4. Microrganismos produtores de enzimas queratinoliticas e suas aplicacoes

Muitos microrganismos podem ser utilizados como produtores de queratinases, dentre
eles estdo as bactérias e fungos, sendo estas enzimas produzidas por inducéo de substrato ou
ndo. Estudos realizados com Bacillus sp. demonstram que estes tém alto potencial para
degradar penas, e que estas podem ser utilizadas em cultivos fermentativos como Unica fonte
de carbono, nitrogénio e outros compostos esséncias para a atividade metabdlica microbiana.
Este género se mostra bastante eficiente, pois apresentou producdo de queratinases e outras
proteases em apenas dois dias de cultivo (DAROINT; CORREA; BRANDELLI, 2009;
DAROINT, 2011).

A Figura 6 descreve a estrutura das penas e alguns microrganismos, como por
exemplo, Klebsiella oxytoca degradam com mais facilidade as béarbulas, ja outros como,
Bacillus aerius, B. licheniformis, B. subtilis e Pseudomonas aeruginosa conseguem realizar a
degradacdo completa das penas (BHARI et al., 2018). Segundo Santha Kalaikumari et al.
(2018) os aminoacidos que aparecem em maiores concentracfes apds a hidrélise das penas
sdo: cisteina, fenilalanina, glutamato e glicina, respectivamente.

Figura 6 - Estrutura das penas

Ganchos

Fonte: http://www.ornithos.com.br/ (2020).

A producdo de dissulfeto redutase auxilia na hidrolise da queratina, e microrganismos
como bactérias Gram-negativas do género Bacillus podem atuar na producdo desta enzima,
promovendo a hidrolise de pontes dissulfeto que estdo presentes na estrutura molecular da
queratina (DAROINT; CORREA; BRANDELLI, 2009).

A bactéria Amycolatopsis sp. MBRL 40 é uma cepa queratinolitica que pode ser
utilizada tanto como biocontrole quanto biofertilizante, pois, durante o processo de

fermentacdo (utilizando penas hidrolisadas como um dos substratos) ocorre a producdo de
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amonia, que atua como agente antifungico, e a hidrolise das penas pode promover a producéo
do é&cido indolacético (AlA) que estimula a germinacao/crescimento de plantas, sendo o caldo
fermentado utilizado para a imersdo de sementes e o residuo filtrado para tratamento de solo
(TAMREIHAO et al., 2017). A producdo de AlA por Bacillus licheniformis ASU também
pode ser observada, apresentando alto potencial de uso como biofertilizante (NAFADY et al.,
2018).

Muitos fungos filamentosos apresentam potencial de degradacdo de residuos
queratinoliticos e/ou producdo de queratinases. Dentre eles podemos citar: Trichophyton sp.,
Fusarium sp., Trichoderma sp., Cladosporium sp., Microsporum sp., Phytophthora sp.,
Chrysosporium sp. (CALIN et al., 2017). Aspergillus niger (OLIVEIRA; SOUZA; CASTRO,
2019); Trichoderma harzianum HZN12 (BAGEWADI; MULLA; NINNEKAR, 2018), além
de Aphanoascus keratinophilus e Chrysosporium tropicum (BOHACZ et al., 2020).

O género Aspergillus € muito utilizado para a producdo de queratinases. Suas enzimas
queratinoliticas podem ser utilizadas em processos de bioconversdo de substratos
recalcitrantes, como as penas, em subprodutos que atuam como suplemento em dieta animal,
pois ocorre um aumento no teor de proteinas e aminoacidos deste composto (SIVAKUMAR,;
RAVEENDRAN, 2015; OLIVEIRA; SOUZA; CASTRO, 2019).

Muitos fungos do género Paecilomyces foram estudados na degradacéo de escamas de
peixes, também ricas em queratina, e apresentaram grande potencial de bioconversdo deste
substrato. O estudo relata que este tipo de substrato pode ser utilizado como meio de
isolamento de enzimas secretadas por estes microrganismos durante o processo fermentativo
(CREPALDI et al., 2018).

As enzimas sdo biocatalizadores mais utilizados nas industrias e também em
aplicacdes biomédicas. Estas sdo bastante atraentes as industrias por possuirem uma acao
eficiente e seletiva (BAPTISTA et al., 2012). A producdo de enzimas é uma caracteristica
muito importante de microrganismos como os fungos, pois sdo substancias envolvidas em
muitos processos bioguimicos, como por exemplo na decomposi¢do de moléculas complexas
em unidades menores (TAUK, 1990; OLIVEIRA; MULLER; SEGATO, 2004; SOARES et
al. 2010).

As enzimas sdo responsaveis por tornar cada vez mais eficiente a acdo de um
determinado microrganismo. Muitas delas estdo envolvidas em processos de degradacgéo,
como da parede celular de plantas, as pectinases, ou mesmo as proteases, que ajudam na
penetracdo do fungo no tecido do hospedeiro (AGBOR; ANTAI; EKPO, 2018; SOUZA et al.

2018). As proteases sdo um grupo de enzimas capazes de degradar proteinas. Cada protease
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pode apresentar uma condicdo 6tima de temperatura, pH e concentracdo de substrato, assim
como as demais enzimas (WALK et al., 2019).

2.5. Fatores que influenciam na degradacéo e producéo enzimatica
2.5.1. Agitacao

A agitacdo e um fator importante, pois auxilia na distribuicdo e homogeneizagédo de
nutrientes e oxigénio no meio de cultivo (WANG et al., 2018). Estudos realizados
recentemente, para a degradacdo de substratos queratinoliticos e producdo de queratinase, tém
utilizado faixas de agitagdes entre 100 e 200 rpm (Tabela 1), variando entre os tipos de
microrganismos. Agitac0es acima e abaixo da ideal pode reduzir a taxa de degradagdo de
substratos queratinoliticos pelos microrganismos, como descrito para bactérias do género
Bacillus (SINGH et al., 2017).

Alguns fungos apresentam maior atividade queratinolitica em agitagBes mais baixas,
em torno de 100 rpm, como o Microsporum sp., (CALIN et al., 2017) e 120 rpm Aspergillus
sulphureus e Trichoderma aureoviride (SOUSA et al., 2015); outros como Paecilomyce
farinosus e Fusarium sp. apresentam maior producdo de enzima queratinolitica em agitacdo
de 180 rpm (SOUSA, 2008). Ja a espécie Purpureocilium lilacinum degrada bem cabelo
humano em agitacdo de 200 rpm (CAVELLO et al., 2013).

2.5.2. Temperatura e pH

A temperatura e o pH sdo variaveis que influenciam diretamente no metabolismo do
microrganismo, podendo interferir no crescimento, atividade enzimatica e producdo de
metabolitos secundarios (CAMPOS et al.,, 2010; ABDEL-FATTAH et al., 2018).
Microrganismos como os fungos apresentam melhor atividade enzimatica ou capacidade de
degradacdo na faixa mesodfila de temperatura, entre 25 °C e 30 °C (Tabela 1). Entretanto,
muitas bactérias apresentam temperatura 6tima de producéo de queratinase entre 30 °C e 45
°C, tais como Bacillus thuringiensis (HASSAN et al., 2020), Bacillus pumilus
(RAMAKRISHNA REDDY et al., 2017), Bacillus lechaniformis (ADETUNJI e ADEJUMO,
2018).

Conforme relatado por Alahyaribeik et al. (2020) o pH influencia tanto a producgéo de
protease quanto em outros processos celulares, como o transporte de nutrientes através da
membrana celular de microrganismos. O pH Otimo para a degradacdo de substratos
queratinoliticos varia entre as muitas espécies de fungos e bactérias, sendo que alguns se
adaptam a valores de pH levemente acido, em torno de 6,0, e outros a faixas mais alcalinas,

entre 7,5 e 10 (Tabela 1). Para fungos como o Trichoderma harzianum, o pH 6timo em que
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deve ser inserido para a degradacdo de substratos queratinoliticos é o 6,0 (BAGEWADI,
MULLA; NINNEKAR, 2018), Purpureocillium lilacinum apresenta étima degradacdo
quando inserido em pH 7,0 (CAVELLO et al., 2013), j4 o pH 7,5 é 6timo para o cultivo de
Fusarium sp. (CALIN et al. (2017).

Tabela 1: Microrganismos e condigdes de cultivo para a producdo de queratinase/ degradacao
de substratos gqueratinoliticos

Microrganismos pH T°C Agitacdo Tempo Tipo de Autor
(rpm) (h) substrato
Bacillus 7 30 200 72 Pélo de HASSAN et al.,
thuringiensis equino (2020)
B. lechaniformis 7 45 100 48 Penas de ADETUNJI e
galinha ADEJUMO,
(2018)
B. tequilensis Q7 8 45 200 22 Farinhade  ZARAI
penas JAOUADI et al.
(2015)
B. pumilus GRK 10 40 200 24 Penas RAMAKRISHNA
REDDY et al.
(2017)
Trichoderma 6 30 150 96 Farinhade = BAGEWADI;
harzianum penas MULLA;
HZN12 NINNEKAR
(2018)
Metarhizium sp. 6,7 30 150 168 Farinhnade = BOAVENTURA
IS15 penas/ (2019)
Farinha de
visceras
Penicillium 6,7 30 150 168 Farinhade BOAVENTURA
guaibinense penas/ (2019)
1S25.2 Farinha de
visceras
Fusarium sp. 7.5 27 100 504 Pélo de CALIN et al
equino (2017)
Microsporumsp. 7,5 27 100 504 Pélo de CALIN et al
equino (2017)
Chrysosporium 7,5 27 100 504 Pélo de CALIN et al
sp. equino (2017)
Purpureocillium 7,0 28 200 117 Cabelo CAVELLO et al.
lilacinum LPS # (2013)
876

Fonte: Compilacéo da autora.
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2.5.3. Tempo de cultivo

As bactérias apresentam crescimento acelerado, com producdo enzimatica em pelo
menos 22 horas de cultivo, podendo atingir a fase estacionaria de crescimento a partir de 48 h
(ZARAT JAOUADI et al., 2015). Por outro lado, alguns fungos filamentosos apresentam
crescimento maximo e producgdo de metabolitos secundarios em pelo menos 4 dias de cultivo,
embora a maioria seja cultiva por periodos de 7 a 10 dias (BAGEWADI; MULLA,
NINNEKAR, 2018).

O tempo de cultivo varia muito entre os tipos de microrganismos, sendo que bactérias
podem apresentar producdo méaxima de queratinase entre 22 e 72 horas de cultivo (ZARAT
JAOUADI et al., 2015). Porém, os fungos filamentosos apresentam melhor atividade de
degradagdo e producio de enzimas entre 96 e 504 horas de cultivo (CALIN et al., 2017;
BAGEWADI; MULLA; NINNEKAR, 2018). O crescimento mais lento é uma das poucas
desvantagens do uso de fungos filamentosos quando comparados com bactérias em processos

fermentativos.

2.5.4. Concentracéo do inoculo

De acordo com Abdel-Fattah et al.(2018), a producdo enzimatica ¢é influenciada pela
densidade de células, pois quando o inéculo apresenta baixa densidade celular pode haver
poucas células vidveis durante a fase de producdo da enzima; ja em concentragdes maiores 0
meio fica mais viscoso, facilitando a producdo enzimatica.

A concentracio de indculo utilizada em estudos com leveduras indicam cerca de 108
unidades formadoras de colonias por mL (DE MEDEIROS et al., 2016). Fungos filamentosos
sdo utilizados em concentragfes entre 10° e 10° conidios por mL (CAVELLO et al., 2013;
BOHACZ et al., 2020). Ja bactérias do género Bacillus sdo utilizadas em concentragdes de
5%, sendo a concentragdo 6tima de indculo para a produgdo de queratinase por esse tipo de
microrganismo (ABDEL-FATTAH et al., 2018; EMRAN; ISMAIL; ABDEL-FATTAH,
2020).

2.5.5. Tipo de substrato

Alguns microrganismos conseguem degradar melhor substratos especificos, por
exemplo, Bacillus lechaniformis ALW1 quando testado com diferentes substratos
queratinoliticos, apresentou maior inducdo de queratinase com penas de frango que quando
comparados a fios de cabelo e chifre (ABDEL-FATTAH et al., 2018).
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A levedura Trichosporum loubieri RC-S6 é uma cepa com capacidade de degradar
substratos queratinoliticos. No estudo de De Medeiros et al. (2016) ela apresentou maior
capacidade de degradacdo de unhas de humanos, cerca de 61%, e a menor degradacao
observada foi observada com farinha de penas, com apenas 8,9%, quando cultivada em pH
5,5, 28 °C durante 7 dias. 1sso mostra que cada tipo de microrganismo pode ter afinidade em
degradar tipos de substratos queratinoliticos diferentes.

De acordo com Abdel-Fattah et al. (2018) a concentracdo do substrato também € muito
importante para a atividade enzimatica, pois em quantidades elevadas pode ocorrer a inibicédo
pelo substrato, diminuindo a hidrélise, devido a represséo catabolica.

Alahyaribeik et al. (2020) relatam em seu trabalho, que o0 aumento da concentragéo de
penas proporcionou um aumento no crescimento do microrganismo e na producdo de protease
queratinolitica. Porém, a maior taxa de hidrdlise das penas ocorreu de forma inversamente

relacionada com a concentracao desse substrato.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Avaliar os principais fatores que influenciam na degradacdo da farinha de penas por

fermentagdo submersa utilizando fungos filamentosos.

3.2. Objetivos especificos
e Determinar a melhor agitacdo para a degradacgéo da farinha de penas
e Determinar a melhor temperatura para a degradacdo da farinha de penas
e Avaliar o pH final
e Determinar o melhor pH para a degradacao da farinha de penas
e Otimizar o processo de fermentagdo apds a determinagdo das varidveis mais
favoraveis
e Auvaliar qual o melhor isolado fungico para o processo de degradagdo da farinha de

penas
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local de realizacéo das atividades do trabalho

As atividades referentes a este trabalho foram realizadas no Laboratério de
Bioguimica da UFRB, situado na unidade de laboratérios do Bloco L, localizado no campus
de Cruz das Almas, Universidade Federal do Reconcavo da Bahia.

4.2. Microrganismos

Foram estudados os fungos Metarhizium sp. 1S15 e Penicillium guaibinense 1S25.2,
ambos isolados da restinga de Guaibim e pertencentes a colecdo de fungos do Laboratério de
Biologia Evolutiva da UFRB (Labev).

4.3. Avaliagdo da quantidade de esporos por disco retirado da cultura

Apo6s o periodo de incubagdo de 7 dias sob 25 °C em Meio Mineral de Farinha de
Penas (g/L): farinha de penas 10, cloreto de sodio (NaCl) 0,5, fosfato de potassio dibasico
(K2HPOg4) 0,3 e fosfato monopotassico (KH2POs) 0,4, foram retirados discos de 1 cm das
culturas fangicas. Posteriormente, os discos foram transferidos para tubos tipo Falcon
contendo solucdo mineral composta por (g/L): cloreto de sédio (NaCl) 0,5, fosfato de potéssio
dibasico (K2HPO4) 0,3 e fosfato monopotéssico (KH2PO4) 0,4, mais uma gota de Tween 20
%, sendo agitados por 30 segundos antes de serem transferidos para a camara de Neubauer
para contagem de esporos. Para a avaliacdo da quantidade de esporos foram transferidos 100
ul da suspensédo de esporos para a cdmara de Neubauer, cobrindo-a com laminula e levando-a
ao microscépio optico para realizar a contagem. Foi utilizada a objetiva de 40x para auxiliar a
contagem.

Para determinar a quantidade de esporos foi utilizada a seguinte equagéo:

Esporos (mL)=N x 10 x 2,5 x 10°

Onde:
N = numero de esporos obtidos na contagem
10 = fator de dilui¢do dos esporos

2,5 x 10° = fator de correcédo da cdmara de Neubauer
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4.4. Obtengéo da farinha de penas

A farinha de penas foi cedida pela agroindustria Avigro Avicola Agroindustrial,
localizada na Vila dos Coqueiros n® 520, BR 111 — Km 193, Conceicdo de Feira - BA. A
amostra foi acondicionada em recipiente estéril e armazenada em camara fria com
temperatura de 8 °C.
4.5. Condicoes de cultivo

A degradacdo da farinha de penas foi avaliada por fermentacdo submersa para cada
isolado. Inicialmente foi feita a inoculacdo dos isolados em placas de Petri contendo Meio
Mineral de Farinha de Penas (g/L): farinha de penas 10, cloreto de sédio (NaCl) 0,5, fosfato
de potassio dibasico (K:HPO4) 0,3 e fosfato monopotéssico (KH2PO.) 0,4. Ap6s 7 dias de
crescimento, discos de cultura de 1,0 cm de didmetro foram transferidos para frascos de
Erlenmeyer de 250 mL contento 0,6 g de farina de penas e 60 mL de solucdo mineral
composta por (g/L): cloreto de sédio (NaCl) 0,5, fosfato de potassio dibasico (KoHPO4) 0,3 e
fosfato monopotéssico (KH2PO4) 0,4. Os discos de indculo continham, em média, 5,8 x 10°
esporos/ mL de P. guaibinense e 3,8 x 10° esporos/ mL de Metharizium sp. Os experimentos
do controle foram submetidos as mesmas condicdes e cultivo, entretanto sem indculo fungico.

Posteriormente, os frascos foram colocados em cémara agitadora (shaker) com
temperatura controlada a 30 °C sob diferentes agitacfes por 7 dias. Em seguida, 0s ensaios
foram autoclavados e realizou-se uma filtragdo simples para a extracdo do caldo com papel de
filtro previamente seco em estufa a 65 °C por 24 horas e, posteriormente, pesados. Apds a
filtracdo a biomassa foi levada a estufa onde permaneceu por cerca de 24 horas a 65 °C. A
taxa de degradacdo foi determinada através da diferenga entre a massa dos filtros vazios e
com a biomassa seca, de acordo com a equacao abaixo:

Degradacéo (%) = (peso da biomassa — peso do filtro seco)/0,6 x100 — 100

Para se determinar as melhores condi¢des de degradacdo da farinha de penas foram
estudados os seguintes fatores: agitacdo (100, 150 e 200 rpm) e temperaturas (25, 30, 35, 40 e
45 °C). Também foi avaliado o pH inicial e final dos cultivos, utilizando o método one-factor-

at-a-time (OFAT), onde os fatores escolhidos foram variados uma de cada vez.

4.6. Analise dos dados
Todos os ensaios foram realizados em triplicata e as analises dos dados foram
realizadas utilizando a metodologia estatistica de Scott-Knott a 5% de probabilidade,

utilizando o software Rstudio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Fatores fisico-quimicos como pH, temperatura e aeracdo/ agitacdo afetam diretamente
na eficiéncia dos processos fermentativos e, por isso, € importante determinar sua condicao
Otima (ABDEL-FATTAH et al., 2018; WANG et al., 2018).

Para os isolados da restinga de Guaibim, apds a fermentacédo foi possivel observar que
ambos, Metarhizium sp.15 e P. guaibinense 25,2, ndo apresentaram alteracdo na taxa de
degradacdo com o aumento da agitacdo de 100 para 200 rpm. A andlise estatistica indicou que
as médias obtidas nas diferentes agitacdes utilizadas ndo podem ser consideradas diferentes e
sua variancia pode ser considerada homogénea (Figura 7).

Figura 7 - Porcentagem de degradacéo nas diferentes agitacdes

& Metarhizium IS15  ® Penicillium 1S25.2 = Controle

As letras mindsculas acima representam a diferenca estatistica entre as es-grupes-de

médias, onde 0s grupos que apresentam as mesmas letras ndo diferem

estatisticamente entre si, de acordo com o teste Skott-Knott a 5% de probabilidade.

Entretanto, a diferenca nas taxas de degradagdo entre os isolados foi considerada
estatisticamente significativa (p<0,05), sendo cerca de 50% maior para Metarhizium sp. 1S15
nas mesmas condicdes de cultivo, com taxas de degradacgao acima de 70%.

Para ambos os isolados a taxa de degradacéo foi significativamente maior do que nos
controles, sendo 76% maior para o isolado Metarhizium sp. IS15 e cerca de 50% maior para o
P. guaibinense 1S25.2. Os experimentos dos controles, submetidos as mesmas condi¢des de
cultivo, apresentaram taxa de degradacdo em torno de 20%, que pode ser atribuida a agitacéo,
pois o atrito pode contribuir para quebrar as moléculas da farinha de penas.

A agitacdo € um fator importante, pois auxilia na distribuicdo e homogeneizacdo de

nutrientes e oxigénio no meio de cultivo, podendo influenciar no crescimento celular e no
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metabolismo do microrganismo, durante o processo de fermentacdo (WANG et al., 2018;
ABDELLA; SEGATO; WILKINS, 2020). Para degradacdo de queratina Singh et al. (2017)
observaram que microrganismos, como bactérias, quando submetidas a diferentes agitacGes
apresentaram maior producdo de queratinase em 150 rpm, sendo que acima e abaixo a
producdo diminuiu, mostrando a influéncia da agitacdo para este microrganismo. Sousa et al.
(2015) mostraram que fungos queratinoliticos apresentaram maior atividade de queratinase a
30 °C e 120 rpm e 10 dias de cultivo. Entretanto, para os isolados fungicos estudados neste
trabalho ndo correu influéncia estatisticamente significativa da agitacdo na taxa de degradacédo
da farinha de penas. Entéo, foi definida a agitagdo de 150 rpm para 0s experimentos.

Com relacdo ao pH, apds o periodo de fermentacdo foi observado que o pH dos
cultivos fermentados ficaram alcalinos, subindo de 6,5 (pH inicial) para cerca de 8,0, em
média. Boaventura (2019) em seu estudo utilizando os isolados Metarhizium sp. IS15 e
Penicillium guaibinense 1S25.2 na degradacdo de penas de frangos, também observou um
aumento no pH final apds o periodo de fermentacdo, mudando de 6,7 para 9,27 para o isolado
01S15¢e 6,7 para 7,71 para o isolado 1S25.2.

Isso corrobora com os resultados de Sivakumar e Raveendran (2015), que observaram
0 aumento da alcalinidade do cultivo fermentado ap6s trés semanas de incubagdo em meio
contendo penas, tendo como base o pH inicial do meio igual a 6,8, préximo a neutralidade.
No estudo da degradacdo de queratina utilizando bactérias também foi observado que o pH
dos cultivos aumentaram de 5,0 para 7,0 - 8,0, quando utilizaram farinha de penas ou penas de
frango (BACH; LOPES; BRANDELLLI, 2015). Isso provavelmente ocorre porque a hidrélise
da queratina libera compostos nitrogenados, como aminas, que alcalinizam o meio de cultivo.
Portanto, a elevacdo do pH sugere que esta ocorrendo o processo de hidrolise das queratinas.

Nos ensaios seguintes, os isolados foram submetidos a diferentes temperaturas,
mantendo-se a agitacdo de 150 rpm e pH inicial igual a 6,5. Dentre as cinco temperaturas
estudadas a que apresentou as maiores taxas de degradacao foi 30 °C para ambos os isolados

(Figura 8), sendo estatisticamente significativa (p<0,05).
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Figura 8 - Porcentagem de degradagdo em temperaturas diferentes
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As letras mindsculas acima representam a diferenca estatistica entre os grupos de médias,
onde 0s grupos que apresentam as mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si, de
acordo com o teste Skott-Knott a 5% de probabilidade.

O isolado Metarhizium sp. IS15 atingiu cerca de 80% de degradacdo da farinha de
penas a 30 °C, resultado 20% maior que a 25 °C, a segunda melhor temperatura. Entretanto,
quando os valores de temperatura aumentaram, a taxa de degradacdo, para este isolado, caiu
bruscamente para cerca de 35% entre 40 °C e 45 °C. Ja o isolado Penicillium sp. 1S25.2
obteve sua maior taxa de degradacdo na temperatura 30 °C, valore cerca de cerca de 20%
maior do que a 25 °C e 15% maior que a 35 °C, ocorrendo a diminuicdo da taxa de
degradacdo em temperaturas superiores a estas.

O pH dos ensaios fermentativos submetidos a 25 e 30 °C tenderam a aumentar ap6s o
periodo de fermentacdo indicando que houve alta atividade hidrolitica. Contudo, quando nas
temperaturas 35 °C, 40 °C e 45 °C os pH permaneceram préximos a 6,50, comprovando o
comprometimento da atividade enzimética, provavelmente por desnaturacdo das enzimas.

Outro fator que provavelmente indicou a atividade queratinolitica nos ensaios
fermentativos foi a colora¢do do meio de cultivo, pois nas temperaturas de 25 °C e 30 °C os
cultivos fangicos adquiriram coloragdo um pouco mais escura que a dos controles e a textura

se tornou um pouco mais viscosa apés o periodo de fermentagdo (Figura 9).
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Figura 9 - Coloracéo dos ensaios fermentativos: A) Ensaios fermentativos com alta
taxa de degradacéo; B) Ensaios fermentativos com baixa taxa de degradacao

Os valores de degradacdo apresentados sdo percentuais subestimados, pois durante o
processo fermentativo ocorre o crescimento micelial do microrganismo, e consequentemente
esta biomassa se mistura com o residuo no momento da filtragem (ndo sendo separados), e
isso pode influenciar no valor final da massa dos residuos, conforme também relatado por
Boaventura (2019). Isso sugere que a taxa de degradacdo da farinha de penas é ainda maior do
que apresentada pelos resultados, indicando uma elevada eficiéncia dos fungos.

A temperatura e o pH sdo algumas das varidveis que mais influenciam na atividade
enzimatica e, consequentemente na degradacdo de residuos, uma vez que sao fatores que
atuam diretamente na atividade das enzimas hidroliticas microbianas. Por isso, determinar a
temperatura 6tima do cultivo é tdo importante. De acordo com Wang et al. (2017), uma
temperatura ideal € muito importante durante o processo de fermentagdo, pois pode melhorar
as atividades dos microrganismos, como o crescimento e metabolismo.

O pH, por sua vez, pode afetar tanto o crescimento microbiano e a produgédo de
metabolitos quanto o transporte de nutrientes através da membrana celular (DE GIOANNIS et
al., 2014; ALAHYARIBEIK et al., 2020). Diferentes estudos apontam que estes fatores
variam e sdo especificos para cada espécie. De acordo com Singh et al. (2017) e Adetunji e
Adejumo (2018), a producdo de queratinase por microrganismos, como Bacillus, ocorre
principalmente entre o pH 3 a 7, atingindo seu méximo em pH 7 e sua diminui¢do em pH 10.
A bactéria Bacillus pumilis atingiu um nivel 6timo de producdo de queratinase, utilizando
penas de frangos como substrato, em pH 7,0 e 37 °C, com elevacdo do pH para proximo de
9,0 ap6s 4 dias de cultivo (ALAHYARIBEIK et al., 2020).

Entretanto, para a bactéria Bacillus licheniformis a maior producdo de enzima foi

alcancada quando cultivada em pH inicial igual a 10,0, e apos 48 h de cultivo
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(ALAHYARIBEIK et al. 2020). Para Paecilomyces farinosus, quanto menor a temperatura de
cultivo e mais alcalino o meio, maior foi sua producdo de queratinase utilizando penas de
frango como substrato (SOUSA, 2015).

Segundo Sousa (2008), a maior atividade das proteases para o fungo Paecilomyces
farinosus também ocorreu quando os ensaios foram submetidos a condicGes de 30 °C, pH 6,2
em 2% de penas de frango. Em pH &cido, geralmente, as proteases apresentam baixa atividade
litica, entretanto sua atividade aumenta em pH alcalino (SILVA, 2011). Para os isolados
fangicos deste trabalho, Metarhizium sp. 1S15 quanto o Penicillium sp. 1S25.2,
aparentemente, a elevacdo do pH ao longo do tempo ndo afetou a taxa de degradagéo,
indicando que as enzimas queratinoliticas destes fungos sdo alcalofilicas. Entretanto, estes
resultados deverao ser confirmados em experimentos futuros.

A alta taxa de degradacdo esta relacionada com a alta atividade queratinolitica, uma
vez que, este € um tipo de enzima capaz de degradar o substrato utilizado neste trabalho
(FONSECA, 2010). Estudos realizados com Bacillus haynesii ALW?2 demonstraram que
enzimas queratinoliticas sdo potencialmente capazes de degradar residuos de penas, chegando
a 60% de degradacdo total, apos 24 horas de cultivo. Este processo faz com a farinha de penas
se torne um produto rico em nutrientes, podendo ser empregado em dietas animais (EMRAM,;
ISMAIL; ABDEL-FATTAH, 2020).

A cepa bacteriana Bacillus tequilensis Q7 apresentou cerca de 100% de degradacao da
farinha de penas e 85% das penas de frangos quando cultivadas em pH 8, 45 °C, e 22 horas de
cultivo (ZARAT JAOUADI et al., 2015). Isso comprova que a farinha de penas é mais facil de
ser degradada que a pena inteira, devido ao processo de producdo da farinha, que envolve
altas temperaturas e pressdo. Além disso, segundo Bach; Lopes e Brandelli (2015)
gueratinases microbianas degradam com mais facilidade residuos compostos por beta-
queratina, como as penas de aves e seus derivados, quando comparados com residuos com
alfa-queratina (cabelo e 13), devido sua conformacdo mais rigida.

Calin et al. (2017) relatam em seu estudo realizado com crina de cavalo, que as
ligagdes dissulfeto foram as Unicas afetadas pelos microrganismos, e as ligacGes peptidicas
sdo rompidas apoOs a secre¢do das enzimas microbianas. Além disso, foi relatado uma
estratégia de degradacdo diferente para cada espécie fungica, como formacéo de estruturas
especificas (tuneis, feixes de hifas, micélio ao redor do cabelo) para a penetracdo e

degradacéo do substrato.



31

6. ATIVIDADES PLANEJADAS E NAO EXECUTADAS

A realizacdo de varias etapas do projeto estavam previstas para marco, abril e maio de
2020, porém, devido a pandemia do COVID-19, os trabalhos de laboratério tiveram que ser
interrompidos por recomendacdo da Comissdo de Biosseguranca da UFRB. Dentre as
atividades previstas e ndo executadas estdo:
- determinar o pH 6timo para a degradacdo da farinha de penas
- otimizar o processo de fermentacdo nas condi¢cdes mais favoraveis de pH, temperatura e
agitacéo
- determinar o melhor tempo de cultivo nas condic¢Ges 6timas
- determinar a taxa de degradacdo utilizando o extrato enzimético bruto

- determinacdo de proteina bruta da biomassa fungica.

7. CONCLUSOES

O isolado Metarhizium sp. 15 apresentou taxa de degradacéo bastante superior ao do
P. guaibinense 25.2, mostrando que tem alto potencial para degradacdo deste tipo de
subproduto queratinoso.

Os resultados obtidos mostraram que a agitagdo ndo apresentou influéncia na taxa de
degradacdo da farinha de penas para ambos os isolados. Por outro lado, a temperatura
interferiu na atividade dos microrganismos, sendo, portanto, um dos fatores cruciais que
devem ser bem controlados durante o processo fermentativo, de forma a manter elevada a taxa
de degradacéo do substrato.

O pH sofreu grande alteracdo ao longo do processo de fermentacédo, ficando bastante
alcalino. Se esse tipo de alteracdo influencia ou ndo na taxa de degradacéo, serd objeto de

estudo nas préximas etapas deste projeto.
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